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HOOFDSTUK I
INTRODUCTIE EN DOELSTELLING
De corticosteroïdhormonen spelen een belangrijke rol bij de 
regulering van de electrolytenhuishouding. Door hun invloed op 
de terugresorptie van kalium en natrium in de niertubuli dragen 
de mineralocorticoïden er toe bij, dat de concentraties van kalium 
en natrium in het plasma binnen enge grenzen worden gehouden. 
Deze corticosteroïden worden gesynthetiseerd in de zona glome- 
rulosa van de bijniercortex. Een van de faktoren, die de synthese 
van corticosteroïden reguleren is het K+-ion. Uit een groot aantal 
waarnemingen is gebleken, dat kalium de bijnierschors, zowel in 
v ivo  als in vitro, direkt kan beïnvloeden.
Omtrent het werkingsmechanisme van kalium op de bijnier 
is men tot op heden zeer slecht geïnformeerd. Bartter c.s. (1964) 
poneerden, dat het effekt van kalium mogelijkerwijs tot stand 
komt via veranderingen in het intracellulaire kalium van bijnier- 
cellen of andere lichaamscellen. Dat het effekt van kalium niet 
alleen berust op veranderingen in het intracellulaire kalium werd 
door deze onderzoekers afgeleid uit de stijging van de aldosteron- 
en corticosteronproduktie tijdens perfusieproeven met hondebij- 
nieren, waarbij rubidium of caesium in plaats van kalium werd toe­
gediend. Onder deze omstandigheden daalt het intracellulaire 
kalium als gevolg van een uitwisseling tegen rubidium en cae­
sium. Het is echter zeer wel denkbaar, dat rubidium en caesium 
niet alleen extracellulair maar ook intracellulair het effekt van 
kalium kunnen nabootsen. Een andere mogelijkheid is volgens 
Bartter c.s., dat veranderingen in de plasma kaliumconcentratie 
of de kaliumgradiënt tussen extracellulaire en intracellulaire 
vloeistof de bijnierschors beïnvloeden.
Ook door Cannon c.s. (1966) en Cushman (1969) is gesuggereerd, 
dat de stimulering van de aldosteronproduktie tot stand komt 
door een influx van K+-ionen in de bijniercellen. Funder c.s. (1969) 
zijn echter van mening, dat de stimulering van de aldosteron­
produktie, die werd waargenomen bij getransplanteerde bijnieren 
van schapen tengevolge van kleine lokale verhogingen van de 
plasma kaliumconcentratie, niet kan zijn gemedieerd door een 
verhoging van de intracellulaire kaliumconcentratie. Zij conclu-
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deren echter niet, dat de stimulering exclusief tot stand komt via 
de plasmamembraan of een extracellulair mechanisme.
Het doel van het in dit proefschrift beschreven onderzoek was 
om aan de hand van in vitro experimenten met bijnierweefsel 
van het kalf en de rat na te gaan, in hoeverre extracellulaire 
en intracellulaire K+-ionen zijn betrokken bij de stimulering van 
de corticosteroïdproduktie door kalium. Hierbij werd tevens het 
effekt van ouabaine, een remmer van het aktief kationentransport. 
op de corticosteroïdproduktie en het aktief kationentransport in 
bijnierweefsel bestudeerd. Evenals andere hartglycosiden ver­
oorzaakt ouabaine een specifieke remming van het aktief katio­
nentransport, hetgeen resulteert in een verlaging van het intra­
cellulaire kalium en een verhoging van het intracellulaire natrium 
(Schatzmann, 1953). Dit effekt berust op een remming van het 
in de plasmamembraan gelokaliseerde Na+-K+-geakti veerde 
ATPase systeem (Skou, 1957; Post c.s., 1960; Dunham en Glynn, 
1961; Whittam, 1962; Bonting en Caravaggio, 1963). Het is deze 
karakteristieke eigenschap van ouabaine, die ons deed besluiten 
om voor het bereiken van het gestelde doel gebruik te maken 
van dit hartglycoside.
In de literatuur worden zeer tegenstrijdige effekten beschreven 
van hartglycosiden op de corticosteroïdproduktie in vivo. Hierbij 
speelt ongetwijfeld een rol, dat naast het positief inotrope effekt 
op de hartspier een groot aantal extracardiale effekten van hart­
glycosiden bekend zijn waarvan kan worden verwacht, dat ze 
de bijnierschors kunnen beïnvloeden. Over het effekt van hart­
glycosiden op de corticosteroïdproduktie in vitro waren bij de 
aanvang van ons onderzoek nog geen gegevens bekend. Tsao en 
King (1967) en Diab (1968) deelden mee. dat de omzetting van 
exogene precursors door mitochondriën en homogenaten van 
bijnierweefsel wordt gestimuleerd door ouabaine. In 1969 werd 
meegedeeld (W ellen en Benraad, 1969 a) dat ouabaine de corti- 
costeronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren remt, 
gepaard gaand met een remming van het aktief kationentransport. 
Cushman (1969) toonde aan dat de aldosteronproduktie door cor­
texcoupes van hondebij nieren eveneens wordt geremd door oua­
baine. De gelijktijdig waargenomen daling van het kaliumgehalte 
van het weefsel suggereert volgens deze onderzoeker, dat het 
transport van K +-ionen door de celmembraan is betrokken bij 
het waargenomen effekt op de aldosteronproduktie. Het verschil 
tussen het effekt van ouabaine op de corticosteroïdproduktie door 
weefselcoupes en door celvrije systemen is een aanwijzing, dat 
de plasmamembraan een belangrijke rol kan spelen bij dit effekt. 
Het ligt daarom voor de hand te veronderstellen, dat het specifiek 
door ouabaine rembare Na+-K+-geaktiveerde ATPase systeem 
is betrokken bij het effekt van ouabaine op de corticosteroïdpro­
duktie door bijniercoupes. In dit onderzoek werden dan ook het
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voorkomen en de eigenschappen van dit enzymsysteem in bij- 
nierweefsel bestudeerd.
De verdere literatuurgegevens worden besproken aan het 
begin van elk hoofdstuk, waarbij zij het meest betrokken zijn.
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HOOFDSTUK II
M ATERIALEN EN METHODEN
1. M a t e r i a l e n
De volgende verbindingen en materialen werden gebruikt (de 
tussen haakjes geplaatste cijfers verwijzen naar de onderge­
noemde firma's): adenosinetrifosfaat (ATP), dinatriumzout (1): 
adenosinetrifosfaat (ATP), triszout (2): nicotinamide-adenine- 
dinucleotidefosfaat (NADP), dinatriumzout (1); fumaraat, dina­
triumzout (1); ethyleendiamine-tetra-azijnzuur (EDTA) (3); tri- 
chloor-azijnzuur, p.a. (TCA) (3); ouabaine (4); silicagel G volgens 
Stahl (3); fluorescerend silicaat, G 5 Grün/1 S (1); 2,5-difenyloxa- 
zol (PPO) (5); l,4-bis-2-(4-methyl-5-fenyloxazolyl)-benzeen (dime- 
thyl-POPOP) (5); d-aldosteron (6); corticosteron (7), 4-14C-d-aldo- 
steron, spec. akt. 53 mC/mmol (8); l,2-3H-corticosteron, spec. akt.
33,9 C/mmol (8); l,2-3H-cortisol, spec. akt. 18,2 C/mmol (8); SH- 
azijnzuuranhydride, spec. akt. 100 mC/mmol, verdund met niet- 
gemerkt azijnzuuranhydride-benzeen (2 : 8 v/v) tot 20 mC/mmol 
(8); inuline-MC-carboxyl, spec. akt. 2,84 mC/g (8);
1. C. F. Boehringer und Soehne G.m.b.H., Mannheim, Duitsland.
2. Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, U .SA.
3. E. Merck A.G., Darmstadt, Duitsland.
4. Nutritional Biochemicals Corporation. Cleveland, Ohio. U.S.A.
5. Packard Instrument G.m.b.H., Frankfurt am Main, Duitsland.
6. CIBA, N.V., Arnhem.
7. N.V. Organon, Oss.
8. N ew  England Nuclear Corporation, Boston, Mass., U.S.A.
De organische oplosmiddelen werden gezuiverd als beschreven 
door Kliman en Peterson (1960) en Benraad (1966). Hieraan werd 
grote aandacht geschonken omdat de zuiverheid van deze stof­
fen - met name dichloormethaan - sterk wisselt, ook bij verschil­
lende „batches" van hetzelfde fabrikaat.
2. H e r k o m s t  v a n  h e t  b i j n i e r w e e f s e l
Bijnieren van kalveren werden verkregen van het Slachthuis te 
Nijmegen. De bijnieren werden zo spoedig mogelijk na het doden
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van de kalveren geëxstirpeerd en, gekoeld in ijs, vervoerd naar 
het laboratorium.
Bijnieren van ratten waren afkomstig van mannelijke Wistar- 
ratten (lichaamsgewicht ongeveer 250 g) die waren gevoed met 
een standaard dieet. Na het doden van de dieren werden de bij­
nieren onmiddellijk uit de buikholte verwijderd en gekoeld in ijs.
3. P r e p a r a t i e v e  t e c h n i e k e n
Tijdens de preparatie werd het weefsel zoveel mogelijk gekoeld 
in ijs. Dissectie en andere preparaties werden uitgevoerd op met 
ijs gevulde petrischalen. Ook de hierbij gebruikte media werden 
van te voren gekoeld.
a. Cortexcoupes van kalverbijnieren
Van de kalverbijnieren werd direkt na aankomst op het labora­
torium het omringende vetweefsel verwijderd. M et behulp van 
een Stadie-Riggs microtoom (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, 
PA, U.S.A.) werden 0,5 mm dikke coupes gesneden en verzameld 
in gekoeld medium. A lleen  de buitenste coupes van de bijnier- 
cortex, die dus aan een kant worden begrensd door het bindweef- 
selkapsel dat de bijnier omgeeft, werden gebruikt. Nadat vo l­
doende weefsel was verkregen werden de coupes in stukjes van 
ongeveer 0,5 x  0,5 cm geknipt en overgebracht in vers medium. 
Voor incubatie werden porties van de verzamelde weefselcoupes 
snel afgevloeid op filtreerpapier en na wegen overgebracht in 
incubatievaatjes, waarin gekoeld medium aanwezig was.
b. Gekwarteerde rattebijnieren
Bijnieren van ratten werden ontdaan van aanhangend weefsel 
en verzameld in gekoeld medium. Vervolgens werden - afhanke­
lijk van het experiment - porties van 2, 4 of 8 bijnieren snel 
afgevloeid op filtreerpapier en gewogen. Daarna werden de bij­
nieren in vieren geknipt en overgebracht in incubatievaatjes met 
gekoeld medium.
c. Bereiding van een homogenaat van cortexweefsel van 
kalverbijnieren
Voor de bereiding van homogenaten van cortexweefsel van kal­
verbijnieren werd uitgegaan van weefselcoupes die werden ver­
kregen als beschreven in 3.a. De coupes werden licht afgevloeid 
op filtreerpapier en vervolgens werd het cortexweefsel met 
behulp van een scalpel van het bindweefselkapsel geschraapt. 
Het schraapsel werd verzameld in gekoeld medium en vervolgens 
gehomogeniseerd (1 g in 3 ml medium) in een Ten Broeck homo- 
genisator (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA, U.S.A.), door 
de stamper drie keer op en neer te bewegen. Het homogenaat 
werd aangevuld met medium tot een eindvolume van 5 ml. Voor
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incubatie-experimenten werden porties van dit homogenaat aan­
gevuld met medium, waaraan fumaraat en NADP in eindconcen- 
traties van resp. 8 en 1 mM waren toegevoegd.
d. Bereiding van een mitochondriënpreparaat van 
cortexweefsel van kalverbijnieren
Voor het bereiden van een mitochondriënpreparaat van cortex­
weefsel van kalverbijnieren werd uitgegaan van een homogenaat 
dat was gemaakt als beschreven in 3.c. De mitochondriënfrak- 
tie werd geïsoleerd volgens de door Raman c.s. (1966) beschreven 
methode met kleine modificaties. Het homogenaat werd eerst 
gecentrifugeerd gedurende 15 min. bij 750 x g  in een gekoelde 
centrifuge (MSE Ltd., London, Engeland) voor het verwijderen van 
celkernen en grove membraanfragmenten. De bovenstaande v loe i­
stof werd vervolgens opnieuw gecentrifugeerd bij 7200 x  g ge­
durende 30 min., waarna werd gedecanteerd. Het sediment werd 
geresuspendeerd in een zelfde volume van een 0,25 M  sucrose- 
oplossing en gecentrifugeerd gedurende 30 min. bij dezelfde 
snelheid. De bovenstaande vloeistof werd weer gedecanteerd, 
waarna de „pellet" (aangeduid als „mitochondriën") werd gere­
suspendeerd in met ATP, fumaraat en NADP (resp. 4, 8 en 1 
mmol/1) verrijkt incubatiemedium. Het eiwitgehalte van het mito­
chondriënpreparaat werd bepaald volgens de methode van Lowry 
c.s. (1951).
e. Bereiding van gelyophiliseerde homogenaten voor de bepaling 
van de ATPase aktiviteit
Voor de bereiding van een gelyophiliseerd homogenaat van cor­
texweefsel van kalverbijnieren werd schraapsel gebruikt van 
coupes die niet met vloeistof in aanraking waren geweest. Dit 
schraapsel werd gehomogeniseerd met 9 volumedelen twee maal 
gedestilleerd water. Van het homogenaat werden monsters van 
0,5 ml ingevroren in een dunne laag in kleine buisjes, die daar­
toe werden rond gedraaid in een mengsel van aceton en koolzuur 
De ingevroren homogenaten werden vervolgens gelyophiliseerd 
en bewaard bij -25°. Voor gebruik werd het droog gewicht van 
de monsters bepaald.
Voor de bereiding van een gelyophiliseerd homogenaat van 
rattebijnieren werden gehele bijnieren gehomogeniseerd en op 
identieke wijze behandeld als beschreven voor cortexweefsel van 
kalverbijnieren.
4. I n c u b a t i e  v a n  b i j n i e r w e e f s e l
a. Samenstelling van het incubatiemedium
Het standaard incubatiemedium bestond uit een Krebs-Ringer 
bicarbonaatbuffer (pH 7,2 - 7,3), waaraan glucose in een concen­
tratie van 200 mg per 100 ml was toegevoegd. Het medium werd
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bereid als beschreven door Umbreit c.s. (1964). De samenstelling 
van het medium is weergegeven in tabel 1.
Tabel 1
SAMENSTELLING V A N  HET STANDAARD INCUBATIEMEDIUM 
(KREBS-RINGER BICARBONAAT-GLUCOSE)
NaCl 118,5
KC1 4,7
CaClz 2,5
KH2PO4 1,2
MgS04 1,2
NaHCOs 24,9
Glucose 11,1
A lle  concentraties zijn uitgedrukt in mmol/1; de oplossing werd bij 0° verzadigd 
met CO2. Voor gebruik werden de pH (7,2 - 7,3) en de K+- en Na+-concentratie 
(resp. 5,9 en 143,4 mmol/1) gecontroleerd.
b. Incubatie van cortexcoupes van kalverbijnieren en 
gekwarteerde rattebijnieren
Incubatie-experimenten met cortexcoupes van kalverbijnieren 
werden normaliter uitgevoerd met 500 mg (+  1%) weefsel in 
4 ml incubatiemedium. Voor het incuberen van gekwarteerde 
rattebijnieren werd ongeveer 125 mg weefsel geïncubeerd in 2 ml 
medium. De incubatie werd uitgevoerd in een Dubnoff „metabolic 
shaker" (Lab-Line Instruments, Inc., Illinois, U.S.A.) bij 37° onder 
continu overleiden van een O2 - CO2 (95 : 5, v/v) mengsel. De 
standaard incubatieprocedure was als volgt:
Na een preïncubatieperiode van 1 uur werd het medium afgego­
ten en vervangen door vers medium. Daarna werd het weefsel
2 uur geïncubeerd. In experimenten waarin alleen de produktie 
van corticosteroïden werd gemeten, werd de incubatie gestopt 
door koeling van de incubaten in ijs gedurende 30 tot 45 min. 
Daarna werden de media overgebracht in extractiebuizen. Het 
weefsel werd twee keer gewassen met 1 ml water. De wasvloei- 
stoffen werden toegevoegd aan de media. In experimenten waarin 
bovendien de kalium- en natriumconcentraties van de media aan 
het eind van de incubatie werden gemeten, werden hiervoor mon­
sters genomen voordat de incubaten werden gekoeld.
Afwijkingen van deze standaard procedures worden vermeld bij 
de desbetreffende resultaten.
c. Incubatie van homogenaten van cortexweefsel van 
kalverbijnieren
Homogenaten werden geïncubeerd in Krebs-Ringer bicarbonaat
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glucose medium, waaraan fumaraat en NAD P waren toegevoegd 
in eindconcentraties van resp. 8 en 1 mM, De concentratie van 
het homogenaat was equivalent met ongeveer 50 mg cortexweef­
sel per ml incubaat. De incubatie werd zonder preïncubatie 
uitgevoerd. Verder waren de omstandigheden dezelfde als be­
schreven in 4.b voor intact weefsel. Voor het bepalen van de 
hoeveelheid corticosteroïd die zonder incubatie bij 37° in het 
incubaat aanwezig was, werden monsters geanalyseerd die ge­
durende de incubatieperiode waren bewaard bij 0°. Het stoppen 
van de incubatie gebeurde door toevoeging van 0,75 volumedelen 
van een gekoelde 10% TCA-oplossing. De gedenatureerde incu- 
baten werden gecentrifugeerd en van de heldere bovenstaande 
vloeistof werd het corticosteroïdgehalte bepaald.
d. Incubatie van een mitochondriënpreparaat van cortexweefsel 
van kalverbijnieren
Het mitochondriënpreparaat van cortexweefsel van kalverbij­
nieren werd geïncubeerd in Krebs-Ringer bicarbonaat glucose 
medium, waaraan 4 mM ATP, 8 mM fumaraat en 1 mM NADP 
waren toegevoegd. De incubatie werd verder uitgevoerd als be­
schreven voor homogenaten (4.c).
5. B e p a l i n g  v a n  c o r t i c o s t e r o n  
e n  a l d o s t e r o n
a, Extractie van corticosteroïden en zuivering van corticosteron 
en aldosteron
De wijze van extractie en zuivering van corticosteron was afhan­
kelijk van het feit of in hetzelfde experiment al of niet ook het 
aldosteron werd bepaald. In experimenten waarin beide corti­
costeroïden werden bepaald was de procedure als volgt:
De incubatiemedia werden geëxtraheerd met 7 volumedelen 
dichloormethaan, nadat van te voren bekende hoeveelheden 
®H-corticosteron en 14C-aldosteron als verliesindicatoren waren 
toegevoegd. Na afdampen van de dichloormethaan bij 30 - 45° 
met behulp van een gedroogde luchtstroom, werden de ruwe 
residuen gechromatografeerd op silicagel-lagen door drie opeen­
volgende ontwikkelingen in resp. chloroform-ethanol (99 : 1, 
v/v), ethylacetaat-ethyleendichloride-water (90 : 10 : 1, v/v) en 
chloroform-methanol-water (94 : 6 : 0,5, v/v). Het maken van de 
silicagel-lagen en de chromatografie-procedure werden geheel 
uitgevoerd als beschreven door Benraad en Kloppenborg (1964). 
De corticosteron- en aldosteronzones (Rf-waarden resp. 0,73 en 
0,40) werden gedetecteerd onder ultraviolet licht en geëxtraheerd 
volgens de methode van Matthews c.s. (19'62).
Op de eluaten van de aldosteronzones werd een kwantitatieve 
bepaling uitgevoerd met behulp van een dubbel-isotoop methode 
(zie 5.c).
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De eluaten van de corticosteronzones werden achtereenvolgens 
gerechromatografeerd op een tweede dunne laag in het systeem 
chloroform-methanol-water (94 : 6 : 0,5, v/v; Rf 0,41) en op papier 
in een Bush-Bs systeem (loopvloeistof: benzeen-methanol-water, 
10 : 5 : 5, v/v; Rf 0,86) (Bush, 1952). Het ethanolische eluaat van het 
papierchromatogram werd afgedampt en het residu werd opgelost 
in dichloormethaan. Van deze oplossing in dichloormethaan wer­
den monsters genomen van 10 en 2 ml voor resp. de fluorimetri- 
sche bepaling van corticosteron (zie 5.b) en de bepaling van de 
radioaktiviteit (zie 8).
Voor de bepaling van het corticosterongehalte van cortex­
weefsel van kalverbijnieren na incubatie werd het weefsel ge­
homogeniseerd en, na toevoeging van 3H-corticosteron als ver- 
liesindicator, geëxtraheerd met 7 volumedelen dichloormethaan. 
De dichloormethaan werd afgedampt en het ruwe residu werd 
opgelost in 5 ml 70% methanol. Vervolgens werd twee maal 
gewassen met 1 ml petroleumether (80-100°)-tolueen (1 : 1, v/v), 
waarbij telkens de bovenlaag door aspiratie werd verwijderd. De 
methanolische extracten werden droog gedampt en de residuen 
werden gechromatografeerd als boven beschreven.
Incubaten met mitochondriën werden eveneens geëxtraheerd 
met 7 volumedelen dichloormethaan. Na afdampen van de 
dichloormethaan werden de ruwe extracten op dezelfde wijze 
verdeeld tussen 70% methanol en petroleumether-tolueen als 
beschreven voor weefselextracten. De chromatografische zuive­
ring van corticosteron geschiedde op de boven beschreven wijze.
In experimenten, waarin alleen het corticosteron werd be­
paald, werd in een aantal gevallen de boven beschreven werkwijze 
gevolgd. Meestal werd echter het corticosteron bepaald zonder 
voorafgaande chromatografische zuivering. Deze werkwijze werd 
ook gevolgd voor de bepaling van het corticosterongehalte in 
experimenten met homogenaten en gekwarteerde rattebijnieren. 
De procedure was dan als volgt:
De incubatiemedia werden uitgeschud met 2,5 volumedelen petro­
leumether (40-60°) gedurende 1 min. Daarna werd gecentrifugeerd 
om een goede scheiding tussen de beide fasen te verkrijgen en 
vervolgens werd de petroleumetherfase afgezogen. De media 
werden daarna geëxtraheerd met 15 ml dichloormethaan. Het 
extract werd achtereenvolgens gewassen met 0,1 N  NaOH en 
twee maal met water. De bovenlaag werd telkens door aspiratie 
verwijderd; na de laatste wassing met water werd hiertoe van 
te voren gecentrifugeerd. Van het gewassen extract werd 10 ml 
gebruikt voor de fluorimetrische bepaling van corticosteron.
In tabel 2 worden de resultaten van de corticosteronmeting 
na deze zuiveringsprocedure (regel 1) vergeleken met de resul­
taten na chromatografische zuivering (regel 2). Bovendien werd 
van de chromatografisch gezuiverde extracten het cortisolgehalte
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bepaald en omgerekend met zowel cortisol (regel 3) als cortico­
steron (regel 4) als standaard. Voor een juiste vergelijking tussen 
beide bepalingsmethoden moeten de corticosteronwaarden na 
chromatografische zuivering worden vermeerderd met de cortisol- 
waarden, berekend met corticosteron als standaard. Het gemid­
delde van deze waarden is weergegeven in regel 5 van de tabel. 
Het verschil tussen beide methoden blijkt nu 9®/o te zijn en is 
geenszins significant. Vanwege de tijdsbesparing werd het corti­
costeron daarom zoveel mogelijk bepaald na wassing van de 
incubatiemedia en extracten met resp. petroleumether en NaOH.
Tabel 2
INVLOED V A N  ZUIVERINGSMETHODE OP DE BEPALING V A N  
CORTICOSTERON IN  INCUBATIEMEDIA
ug
1. Corticosteron (zuivering met petroleumether en NaOH) 7,78 ±  0,36
2. Corticosteron (chromatografische zuivering) 7,75 ±  0,30
3. Cortisol (chromatografische zuivering; berekend met
Cortisol als standaard) 2,62 ±  0,15
4. Cortisol (dezelfde monsters als 3; berekend met
corticosteron als standaard) 0,75 ±  0,04
5. Corticosteron (dezelfde monsters als 2) +  cortisol
(dezelfde monsters als 4) 8,50 ±  0,29
Verschil tussen 1 en 5: 9%, P>0,1
Van ieder van 10 incubatiemedia (van cortexcoupes van kalverbijnieren) 
werden twee monsters genomen. In het ene monster werd het corticosteron- 
gehalte (regel 1) bepaald na wassing met petroleumether (kpt. 40-60°) en 
0,1 N  NaOH (zie paragraaf 5.a). In het andere monster werden het corticoste- 
rongehalte (regel 2) en cortisolgehalte (regel 3) bepaald na chromatografische 
zuivering op dunne laag en papier (zie paragraaf 5.a), waarbij 3H-corticosteron 
en 3H-cortisol werden toegevoegd alis verliesindicator. De hoeveelheid cortisol, 
die in de eerste monsters (zie regel 1) als „corticosteron" werd gemeten volgt 
uit de cortis.olwaarde, berekend met corticosteron als standaard (regel 4). Deze 
waarde, vermeerderd met de corticosteronwaarde van de tweede monsters 
(regel 5) verschilt niet significant van de corticosteronwaarde, die werd be­
paald na de eerstgenoemde zuiveringsmethode. De opgegeven waarden zijn 
gemiddelden ±  S.E. (n =  10).
b. Fluorimetrische bepaling van corticosteron
Voor de fluorimetrische bepaling van corticosteron werd uitge­
gaan van oplossingen in dichloormethaan. Aan 10 ml van deze 
oplossingen werd 2 ml fluorescentiereagens toegevoegd (zwavel- 
zuur-ethanol, 7 : 3, v/v). De monsters werden na toevoeging van 
het fluorescentiereagens 30 min. bewaard bij kamertemperatuur. 
Daarna werd de fluorescentie gemeten in een Aminco-Bowman 
spectrofotofluorimeter (American Instrument Co., Inc., Silver- 
spring, Maryland, U.S.A.); aktiverende golflengte. 470 nm; fluo­
rescentie golflengte, 520 nm (Peterson, 1957). Bij de bepaling van
corticosteron in monsters die chromatografisch waren gezuiverd, 
werden blanco's van de papierchromatogrammen op dezelfde 
wijze behandeld als de te bepalen monsters. Door meting van de 
radioaktiviteit in een ander monster was het mogelijk te corrige­
ren voor verliezen, opgetreden tijdens de extractie en de zuive­
ring.
c. Bepaling van aldosteron met behulp van een dubbel-isotoop 
methode
Voor de bepaling van aldosteron werd gebruik gemaakt van de 
doorBenraad (Benraad, 1966; Benraad en Kloppenborg, 1964, 1965) 
ontwikkelde dubbel-isotoop methode. De ethanolische eluaten 
van de aldosteronzones van het dunne-laag chromatogram (zie
5.a) werden droog gedampt en na drogen in vacuo boven CaCk 
werden de residuen geacetyleerd (15 uur bij 37°) met 55 [il van 
een mengsel van 3H-azijnzuuranhydride-pyridine (5 : 6, v/v). De 
acetyleringsprodukten werden opgenomen in 5 ml tetrachloor- 
koolstof en vervolgens twee maal gewassen met 1 ml 20% ethanol 
en twee maal met 1 ml water voor het verwijderen van de over­
maat azijnzuuranhydride. Daarna werd de tetrachloorkoolstof af­
gedampt en werd het residu herhaalde malen gechromatografeerd 
om het gevormde aldosterondiacetaat te zuiveren. Voor de detec­
tie van de aldosterondiacetaatzones op de chromatogrammen 
werd naast ultraviolet licht gebruik gemaakt van een dunne-laag 
scanner (Desaga, type 12-2; Desaga, Heidelberg, Duitsland) en 
een papierchromatogram scanner (Vanguard, type 880; Technical 
Measurement Corp., North Haven, Connecticut, U.S.A.). De eerste 
twee chromatografische zuiveringen werden uitgevoerd op sili- 
cagel-lagen met als loopvloeistof resp. chloroform-aceton (90 : 10, 
v/v; Rf aldosterondiacetaat: 0,55) en ethylacetaat-ethyleendichlo- 
ride-water (90 : 10 : 1, v/v; Rf 0,65). Het eluaat van het tweede 
dunne-laag chromatogram werd vervolgens gechromatografeerd 
op papier in een Bush-B3 systeem (loopvloeistof: petroleumether 
(80-100°)-benzeen-methanol-water, 6,67 : 3,33 : 8 : 2, v/v; Rf 0,50) 
(Bush, 1952) en op een dunne laag in het systeem benzeen-aceton- 
ethanol (85 : 10 : 5, v/v; Rf 0,60). Van de eluaten van de laatste drie 
chromatogrammen werden monsters genomen voor de meting van 
de 3H/14C-ratio. Deze radioaktiviteitsmetingen dienden als con­
trole op de zuiverheid van het geïsoleerde aldosterondiacetaat 
(Benraad, 1966). De hoeveelheid aldosteron werd berekend met 
de formule:
n
hoeveelheid aldosteron (in jxg) = —  . R . M
waarin: a =  aantal dpm 14C-aldosteron toegevoegd aan het te 
bepalen monsters; s =  specifieke aktiviteit van het 3H-azijnzuur- 
anhydride (in dpm/jimol); R =  gemiddelde sH/14C-ratio (dpm/dpm)
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na de laatste twee chromatografiesystemen; M  =  moleculair ge­
wicht van aldosteron (360).
6. B e p a l i n g  v a n  k a l i u m  e n  n a t r i u m
a. Bepaling van kalium en natrium in medium en weefsel
De kalium- en natriumconcentraties van incubatiemedia werden 
bepaald in verdunde monsters met behulp van een Eppendorf 
vlamfotometer (Eppendorf Geratebau, Netheler und Hinz G.m.b.H., 
Hamburg, Duitsland). Voor de bepaling van kalium en natrium 
in weefsel was de procedure als volgt:
Aan het eind van de incubatie werden de incubaten na elkaar uit 
de incubator gehaald. Het weefsel werd zonder uitstel overge­
bracht op een Buchnertrechter (diameter 2-3 cm), waarin een met 
medium bevochtigd filtreerpapiertje was aangebracht. Door voor­
zichtig afzuigen met behulp van een waterstraalpomp en enige 
malen omkeren van het weefsel werd de aanhangende vloeistof 
verwijderd. Deze methode was met kleine modificaties overge­
nomen van Bourke en Tower (1966 a). Het weefsel werd vervo l­
gens overgebracht in gedroogde en voorgewogen buisjes. Het ge­
wicht van de buisjes varieerde van 0,5 tot 1 g. Na bepaling van 
het nat gewicht werd het weefsel bij 100° gedroogd tot constant 
gewicht ter bepaling van het watergehalte van het weefsel (zie b). 
Het gedroogde weefsel (10 - 20 mg) werd gedestrueerd in 100 jil 
70% HNO3 gedurende 5 tot 15 uur bij kamertemperatuur (Little, 
1964). Hiertoe werden de kleine buisjes in centrifugebuizen ge­
plaatst. Na destructie werden bekende hoeveelheden gedeïoni- 
seerd en twee maal gedestilleerd water toegevoegd en werd 
intensief gemengd. Daarna werden de kleine buisjes uit de cen­
trifugebuizen verwijderd en werden de mengsels gecentrifugeerd. 
Van de heldere bovenstaande vloeistof werden monsters genomen 
voor de bepaling van het kalium- en natriumgehalte. Uit deze 
metingen werd het kalium- en natriumgehalte van het weefsel 
(uitgedrukt in meq/kg nat gewicht) berekend.
b. Bepaling van het extracellulaire volume
Het extracellulaire volume kan worden bepaald met behulp van 
stoffen die de plasmamembraan niet kunnen passeren. Hiervoor 
kunnen o.a. worden gebruikt: inuline, sucrose, raffinose en thio- 
cyanaat. Uit de verhouding van de concentraties van deze stoffen 
in weefsel en medium kan de grootte van het extracellulaire 
volume worden bepaald. Bourke en Tower (1966 a) hebben in een 
vergelijkend onderzoek aangetoond dat gebruik van radioaktief 
inuline en sucrose de meest betrouwbare resultaten geven voor 
het bepalen van het extracellulaire volume in hersencoupes van 
de kat. Afgaande op deze resultaten werd in ons onderzoek voor
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de bepaling van het extracellulaire volume in bijnierweefsel 
gebruik gemaakt van inuline-14C-carboxyl.
Aan het incubatiemedium werd 0,2 ,uC inuline-14C-carboxyl per 
ml toegevoegd. Aan het eind van de incubatie werd van het weef­
sel het aanhangende medium verwijderd op de in 6 .a beschreven 
wijze. Het weefsel werd gewogen en vervolgens gehomogeniseerd 
in 10% TC A  (ongeveer 50 mg weefsel in 3 ml TCA). Na een aan­
tal uren staan bij kamertemperatuur werden de homogenaten 
gecentrifugeerd. Monsters van 0,2 ml van de heldere bovenstaan­
de vloeistof werden aangevuld met 10  ml scintillatievloeistof 
volgens Bray (1960) en dienden voor de meting van de radio- 
aktiviteit. De radioaktiviteit van het incubatiemedium aan het 
eind van de incubatie werd eveneens bepaald. Experimenteel werd 
vastgesteld dat precipitatie met TC A  van de eiwitten, die na 
incubatie in het medium voorkomen, geen invloed heeft op de 
radioaktiviteitsmeting.
Het extracellulaire volume (E, inulineruimte) werd berekend als 
volgt:
_  0, . . , _  counts/min. 14C per mg weefsel
E (m %> van nat gewicht) =  ---------—:---- 77^ ------ f ----- ----- . 100
counts/min. 14C per 1^ medium
Het intracellulaire volume werd berekend uit het totale water- 
gehalte van het weefsel (zie 6 .a) en het extracellulaire volume.
c. Berekening van de intracellulaire kalium- en 
natriumconcentraties
De intracellulaire kalium- en natriumconcentraties werden als 
volgt berekend:
E 100
Ci =  (C t --------. Cm) . -------
100 I
waarbij: Ci =  intracellulaire kationenconcentratie (in meq/kg 
intracellulaire v loeisto f); Ct =  kationgehalte van het totale w eef­
sel (meq/kg nat gew icht); Cm =  kationconcentratie van het incu­
batiemedium aan het eind van de incubatie (meq/1); E en I  =  resp. 
extracellulaire en intracellulaire volume (in %  van nat gewicht).
7. B e p a l i n g  v a n  d e  A T P a s e  a k t i v i t e i t e n
De Na+-K+-ATPase aktiviteit en M g2+-ATPase aktiviteit werden 
bepaald volgens de methode van Bonting c.s. (1963) met kleine 
modificaties. Deze methode berust op de bepaling van de hoe­
veelheid anorganisch fosfaat, die vrijkomt bij hydrolyse van het 
substraat ATP. De Na+-K+-ATPase aktiviteit werd berekend uit 
het verschil tussen de totale ATPase aktiviteit en de aktiviteit
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van het M g2+-ATPase. De totale ATPase aktiviteit werd bepaald 
in een medium, waarin zowel het Na+-K+-ATPase als het M g2+- 
ATPase volledig waren geaktiveerd (medium A ) ; de M g2+-ATPase 
aktiviteit werd bepaald in een medium waarin het N a+-K+-ATPase 
was geremd door het ontbreken van K+- of Na+-ionen (resp. 
medium B en C) en/of de aanwezigheid van ouabaine (medium 
D en E). De samenstelling van de verschillende media is weer­
gegeven in tabel 3.
Tabel 3
SAMENSTELLING V A N  DE INCUBATIEMEDIA VOOR DE BEPALING V A N  
DE Na+-K+-A'TPase AKTIVITEIT
Medium A B C D E
ATP* 2 2 2 2 2
M g2+ 2 2 2 2 2
K* 5 - 5 5 -
Na+ 58 63 - 58 62
EDTA 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tris-buffer pH 7,5 92 92 151 91 91
Ouabaine 0,1 0,1**
A lle  concentraties zijn uitgedrukt in mmol/1; Cl" is het enige andere ion
aanwezig.
* ATP, dinatriumzout in de media A, B, D en E; ATP, triszout in medium C. 
** Voor bepalingen in homogenaten van rattebijnieren was de ouabainecon- 
centratie 1 mM i.p.v. 0,1 mM.
Voor de bepaling van de ATPase aktiviteit werden de gelyo- 
philiseerde homogenaten gerehomogeniseerd in twee maal gedes­
tilleerd water (ongeveer 5 mg droog gewicht per ml). Van het 
homogenaat werden monsters van 0,25 ml toegevoegd aan 3,75 
ml van ieder van de v ijf media (A, B, C, D en E) en vervolgens 
werd zorgvuldig gemengd. Van elk van deze verdunningen wer­
den zes monsters van 0,5 ml overgebracht in buizen; hiervan 
werden er drie gedurende 1 uur geïncubeerd bij 37° en aan de 
andere drie werd direkt 2,25 ml 10®/o TC A  toegevoegd. Deze laat­
ste drie monsters werden bewaard in ijs en dienden als enzym- 
blanco’s. De incubatie bij 37° werd gestopt door toevoeging van 
2,25 ml TCA. Na centrifugeren werden monsters van 1,5 ml van 
de bovenstaande vloeistof overgebracht in buizen met 1,5 ml 
kleurreagens. Het kleurreagens werd bereid door 400 mg FeSCk 
op te lossen in 5 ml van een l°/o NH4-molybdaatoplossing in 1,15 
N  H2SO4. De resulterende blauwe kleur werd binnen 2 uur geme­
ten in een Zeiss spectrofotometer (PMQ II) bij 700 nm. Om de 
gemeten extincties te kunnen omrekenen in molen ATP  gehydro-
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lyseerd per kg droog gewicht per uur, werden standaarden met
0,25 en 0,50 jxmol anorganisch fosfaat gebruikt. Deze standaarden 
werden bereid door toevoeging van 0,2 ml van een 50 mM KH2PO4- 
oplossing aan resp. 20 en 10 ml van medium A. A ls reagens- 
blanco's dienden monsters van medium A, die op dezelfde wijze 
waren behandeld als de homogenaten.
8. R a d i o a k t i v i t e i t s m e t i n g e n
Radioaktieve monsters werden geteld in een Nuclear Chicago 
vloeistof scintillatie spectrometer (system 725).
Alcoholische oplossingen van corticosteroïden (0,1 ml) werden 
geteld in 10 ml scintillatievloeistof (3 g PPO en 0,2 g dimethyl- 
POPOP opgelost in 1 1 tolueen). W aterige oplossingen van inuli- 
ne-14C-carboxyl (0,2 ml) werden geteld in scintillatievloeistof vo l­
gens Bray (1960). Deze bestaat uit 4 g PPO, 0,2 g dimethyl-POPOP 
en 60 g naphthaleen opgelost in 100 ml methanol en 20 ml ethy- 
leenglycol en aangevuld met dioxaan tot 1 1.
9. S t a t i s t i s c h e  a n a l y s e
Voor een statistische bewerking van de resultaten werd gebruik 
gemaakt van de Student t-toets (zie bijv. Delaunois, 1963). Als 
resultaat van deze tweezijdige toets is de overschrijdingskans P 
opgegeven. De significantiegrens werd gelegd bij P =  0,05.
Voor de berekening van de standaardfout van de gemiddelde 
waarden van de intracellulaire kationconcentraties werd gebruik 
gemaakt van de door Drs. Ph. van Elteren (hoofd Mathematisch-, 
Statistische afdeling, Instituut voor Wiskundige Dienstverlening, 
Universiteit van Nijmegen) afgeleide formule:
S,E'(c i)= 7 ^ ( 100 ^■^m )2'S-E,2(Y) + (l°0 .^ = r )2-S.E,2 ^ t) -)-v2.S.E.2 (Cm) }
waarin: S.E. (<r^S.E. ^  ^  en S.E. (q ) =  resp. standaardfout van 
de gemiddelde waarde van de intracellulaire kationconcentra- 
tie (P j ) , het kationgehalte van het totale weefsel (c ^ ) en de 
kationconcentratie van het incubatiemedium (c m ); w  =  ge­
middelde waarde van het watergehalte van het weefsel (in °/o van 
nat gewicht); v  en S.E.(v)=  resP- gemiddelde waarde van de ver­
houding extracellulair volume: intracellulair volume en stan­
daardfout van deze waarde.
HOOFDSTUK III
INVLOED V A N  KALIUM  OP DE PRODUKTIE V A N  CORTICO- 
STEROIDEN EN DE INTRACELLULAIRE KALIUM - EN 
NATRIUM CONCENTRATIE IN  VITRO
1. I n l e i d i n g
De concentraties van het kalium en natrium in het plasma worden 
door een samenspel van een aantal faktoren, waaronder de nier- 
funktie, binnen enge grenzen gehouden. De terugresorptie van 
deze mineralen in de niertubuli wordt onder meer gereguleerd door 
bijnierschorshormonen als aldosteron en - in mindere mate - cor­
ticosteron. De secretie van deze corticosteroïden wordt op zijn 
beurt gereguleerd door een samenspel van verschillende faktoren: 
het renine-angiotensine systeem, het adrenocorticotroop hormoon 
(ACTH) en de plasma kalium- en natriumconcentraties. De bij­
drage van ieder van deze faktoren afzonderlijk is tot op heden nog 
onduidelijk. Bovendien is het vrijwel zeker dat er nog onbekende 
faktoren mede een rol spelen bij de regulatie van de secretie van 
mineralocorticoïden.
Voorafgaande aan de beschrijving van de resultaten van ons 
onderzoek, wordt in dit hoofdstuk een overzicht gegeven van de 
literatuur betreffende de invloed van K +-ionen op de biosynthese 
van corticosteroïden, zowel in v ivo  als in vitro. De eigen waar­
nemingen hebben uitsluitend betrekking op in vitro experimenten, 
die werden uitgevoerd met bijnierweefsel van het kalf en de rat. 
Hierbij werden de effekten bestudeerd van veranderingen in de 
kaliumconcentratie van het incubatiemedium op de produktie van 
corticosteroïden en op de intracellulaire kalium- en natrium­
concentraties van het bijnierweefsel.
2. L i t e r a t u u r o v e r z i c h t
a. Invloed van kalium op de produktie van corticosteroïden 
in v ivo
De eerste aanwijzing voor een invloed van kalium op de aktiviteit 
van de bijnierschors werd verkregen door Deane c.s. (1948). Zij 
zagen dat bij ratten de zona glomerulosa duidelijk was verbreed
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na intraperitoneale toediening van KC1. Nadien is uit een groot 
aantal waarnemingen gebleken, dat toediening van kaliumzouten 
resulteert in een verhoogde produktie van aldosteron. Bij de mens 
werd een dergelijke stimulerende invloed van een verhoogd aan­
bod van kalium waargenomen door Liddle c.s. (1955), Luetscher 
en Curtis (1955), Bartter (1956), Bartter c.s. (1959), Nowaczynski 
c.s. (1957), Muller c.s. (1958), Gann c.s. (1964), Cannon c.s. (1966), 
Casparie (1968) en Driessen (1969). Ook bij dieren werd een sti­
mulering van de aldosteronproduktie door kalium waargenomen. 
Dit werd bij de hond aangetoond door Moran c.s. (1958), Davis c.s. 
(1963) en Bartter c.s. (1964); bij het schaap door Blair-West c.s. 
(1962, 1963) en Funder c.s. (1969); en bij de rat door Bojesen (1966). 
De toediening van kalium aan deze proefdieren geschiedde door 
middel van een intraveneus of intra-arterieel infuus.
Een aantal onderzoekers heeft gewezen op een verband tussen 
de plasma natriumconcentratie en de stimulering van de aldoste­
ronproduktie door kalium. Laragh en Stoerk (1957) dienden aan 
honden kalium toe via het voer of door middelen van een maag- 
sonde. Zij namen alleen een verhoging van de aldosteronproduktie 
waar, als de plasma natriumconcentratie gelijktijdig werd ver­
laagd door middel van peritoneaaldialyse. Een versterking van 
het stimulerende effekt van kalium op de aldosteronproduktie 
door middel van een natriumarm dieet werd ook waargenomen bij 
gezonde mensen (Cannon c.s., 1966).
Kaliumdepletie als gevolg van een kaliumarm dieet resulteert 
bij de mens in een daling van de aldosteronproduktie (Johnson c.s., 
1957; Muller c.s., 1958, 1968; Bartter c.s., 1959; Gann c.s., 1964; 
Cannon c.s., 1966). Ook bij de rat is door Singer en Stack-Dunne 
(1955) en Eilers en Peterson (1964) aangetoond, dat kaliumdefi- 
ciëntie de aldosteronproduktie verlaagt.
Uit deze literatuurgegevens blijkt dat er geen soort-verschillen 
bestaan met betrekking tot de invloed van kalium op de aldoste­
ronproduktie. Geheel anders is in dit opzicht het effekt van 
kalium op de produktie van corticosteron. Een verhoging van de 
corticosteronproduktie door toediening van kalium werd waar­
genomen bij het schaap (Blair-West c.s., 1962, 1963; Funder c.s., 
1969) en de hond (Davis c.s., 1963; Bartter c.s., 1964). Eilers en 
Peterson (1964) namen bij de rat echter een daling van de cortico­
steronproduktie waar na intraveneuze toedienincr van KC1. Boje­
sen (1966) daarentegen zag bij de rat geen significante verande­
ring van de corticosteronproduktie na intraveneuze toediening 
van KC1. Casparie (1968) zag na orale toediening van 9 g KC1 per 
dag gedurende v ier dagen aan mensen, die een natriumarm dieet 
gebruikten, geen verhoging van de corticosteronproduktie. 
Kaliumdepletie als gevolg van kaliumarme voeding heeft geen 
invloed op de produktie van corticosteron bij de rat (Singer en 
Stack-Dunne, 1955; Eilers en Peterson, 1964).
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Dat bij toediening van KC1 het effekt op de corticosteroïd- 
produktie wordt veroorzaakt door het K+-ion en niet door het 
Cl_-ion, werd aangetoond door in plaats van KC1 andere kalium- 
zouten toe te dienen. Falbriard c.s. (1955) namen bij de mens waar. 
dat ook K-citraat de aldosteronproduktie stimuleert. Davis c.s. 
(1963) toonden aan dat intraveneuze toediening van K2SO4 aan 
honden de produktie van aldosteron en corticosteron verhoogt.
Langs welke weg het kalium zijn stimulerende invloed op de 
corticosteroïdproduktie uitoefent werd uit de bovengenoemde 
onderzoekingen niet duidelijk. Weliswaar zijn er aanwijzingen 
dat het effekt niet tot stand komt via de hypofyse of het renine- 
angiotensine systeem. Falbriard c.s. (1955) namen waar, dat bij de 
mens toediening van KC1 wel de aldosteronproduktie deed stijgen 
maar dat de produktie van cortisol onveranderd bleef. Moran 
C.s. (1958) en Gann c.s. (1962) hebben bij de hond en Funder c.s. 
(1969) bij het schaap waargenomen, dat de produktie van 17-hy- 
droxycorticosteroïden niet wordt beïnvloed door kalium. Deze 
bevindingen maken het onwaarschijnlijk dat het effekt van kalium 
tot stand komt via een veranderde afgifte van ACTH  door de 
hypofyse. Deze opvatting wordt bovendien gesteund door Davis 
c.s. (1963) en Bartter c.s. (1964) die aantoonden, dat kalium ook 
bij gehypofysectomeerde honden de secretie van aldosteron en 
corticosteron verhoogt.
Falbriard c.s. (1955) veronderstèlden dat het effekt van kalium 
op de corticosteroïdproduktie tot stand komt via veranderingen 
in het intravasculaire volume tengevolge van tegengestelde ver­
anderingen in de plasma natriumconcentratie. Daarnaast hielden 
deze onderzoekers rekening met een eventueel direkt effekt van 
kalium op de bijnier. A ls echter de plasma natriumconcentratie 
tijdens kaliumbelasting (Bartter, 1956; Gann c.s., 1964) en kalium- 
depletie (Gann c.s., 1964; Cannon c.s., 1966) constant werd gehou­
den, door middel van toediening of restrictie van natrium met het 
dieet, bleef bij de mens het effekt op de aldosteronproduktie 
bestaan. Ook bij de hond (Moran c.s., 1958), het schaap (Blair-West 
c.s., 1963) en de rat (Bojesen, 1966) stimuleerde kalium bij een ge­
lijkblijvende plasma natriumconcentratie de produktie van aldo­
steron. Deze waarnemingen suggereren dat kalium niet v ia  het 
renine-angiotensine systeem de bijnierschors beïnvloedt. Direk- 
tere aanwijzingen hiervoor werden geleverd door Davis c.s. (1963) 
en Bartter c.s. (1964). Deze onderzoekers hebben waargenomen 
dat ook bij gehypofysectomeerde, genefrectomeerde honden de 
produktie van aldosteron wordt gestimuleerd door kalium. Een 
zeer sterk argument voor de opvatting, dat kalium de corticoste­
roïdproduktie niet via het renine-angiotensine systeem beïn­
vloedt, werd tenslotte geleverd door Veyrat c.s. (1968), Muller
c.s. (1968), Driessen (1969) en Driessen c.s. (1969), die hebben aan­
getoond dat bij de mens de verhoogde aldosteronproduktie als
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gevolg van orale toediening van KC1 gepaard gaat met een daling 
van de plasma renine-aktiviteit.
Aanwijzingen voor een direkt effekt van kalium op de bijnier- 
schors werden verkregen uit experimenten, waarbij kalium werd 
geïnfundeerd in de arteriële bloedvoorziening van de bijnier. 
Hierdoor was het mogelijk de invloed van kalium op de cortico­
steroïdproduktie te bestuderen zonder dat de plasma kaliumcon- 
centratie in de algemene circulatie werd verhoogd. Op deze wijze 
werd door Blair-West c.s. (1962, 1963) en Funder c.s. (1969) bij 
schapen met een in de hals geïmplanteerde bijnier en door Davis
c.s. (1963) bij honden met in situ geïsoleerde bijnieren aangetoond, 
dat bij een lokale verhoging van de plasma kaliumconcentratie 
van minder dan 0,5 tot 1,3 meq per liter de produktie van aldoste­
ron en corticosteron duidelijk wordt verhoogd.
b. Invloed van kalium op de produktie van corticosteroïden 
in vitro
De eerste waarneming dat kalium de produktie van corticosteroï­
den door bijnierweefsel in vitro kan beïnvloeden werd gedaan 
door Giroud c.s. (1956). Zij incubeerden bijnierweefsel van de rat 
en zagen, dat verhoging van de kaliumconcentratie van het incu­
batiemedium resulteerde in een verhoogde produktie van aldo­
steron. De produktie van corticosteron werd niet beïnvloed. Ro- 
senfeld c.s. (1956) en Rosenfeld (1961) perfundeerden kalverbij­
nieren met een artificieel medium en namen waar, dat verhoging 
van de kaliumconcentratie de aldosteronproduktie stimuleerde, 
zonder een effekt op de corticosteronproduktie.
De resultaten van Giroud c.s. (1956) met rattebijnieren zijn 
nadien bevestigd door Müller (1965 a, 1965 b, 1966, 1968), Müller 
en Huber (1969) en Benraad (1966). Deze onderzoekers hebben 
waargenomen, dat de produktie van aldosteron door rattebijnier­
en daalt bij verlaging van de medium kaliumconcentratie en stijgt 
bij verhoging van de kaliumconcentratie. Een maximaal stimule­
rend effekt trad op bij ongeveer 8,5 mM kalium. Müller zag geen 
significante veranderingen in de produktie van corticosteron bij 
kaliumconcentraties variërend van 3,6 tot 13 mM.
Kaplan (1965) toonde aan, dat de produktie van aldosteron en 
corticosteron door cortexcoupes van runderbijnieren in ongeveer 
dezelfde mate afhankelijk zijn van de kaliumconcentratie van het 
incubatiemedium. De produktie van cortisol werd niet beïnvloed 
door kalium. Bartter c.s. (1968) en Cushman (1969) incubeerden 
cortexcoupes van bijnieren van de hond en namen waar, dat ver­
hoging van de kaliumconcentratie in het medium wel de produktie 
van aldosteron deed stijgen, maar niet die van corticosteron en 
cortisol.
Hoewel in de hier aangehaalde in vitro experimenten de ver­
anderingen in de kaliumconcentratie van het medium in fysio­
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logische zin erg groot waren, blijkt uit de resultaten dat kalium 
de bijnierschors op een direkte wijze kan beïnvloeden. Zij steunen 
daarmee de argumenten die uit in v ivo  experimenten werden 
verkregen.
3 E i g e n  w a a r n e m i n g e n
a. Invloed van kalium op de produktie van corticosteron en 
aldosteron door cortexcoupes van kalverbijnieren
Voor de bestudering van de invloed van kalium op de produktie 
van corticosteron door cortexcoupes van kalverbijnieren werd 
de kaliumconcentratie van het incubatiemedium gevarieerd van
0 tot 20 mM.
Zoals blijkt uit fig. 1 heeft een verhoging van de kalium­
concentratie van 0 tot 6 mM slechts een gering effekt op de 
corticosteronproduktie. Bij een geringe verdere verhoging van 
de kaliumconcentratie wordt de corticosteronproduktie zeer sterk 
gestimuleerd. Verhoging van de concentratie van 6 tot 7 mM 
resulteert in een verdubbeling van de corticosteronproduktie 
(van 1,64 naar 3,51 |ig). De corticosteronproduktie blijft toenemen 
bij hogere kaliumconcentraties tot een plateau wordt bereikt bij 
10 mM. Tussen 6 en 10 mM kalium stijgt de corticosteronproduk­
tie met 240%.
Fig. 1. Invloed van kalium op de corticosteronproduktie door cortexcoupes 
van kalverbijnieren. Na prei'ncubatie in standaard medium werd het weefsel 
(500 mg/4 ml medium) 2 uur geïncubeerd in media, waarvan de ^-concentra­
tie varieerde van 0-20 mM. De Na+-concentratie werd in tegengestelde zin 
gevarieerd. Na incubatie werd het corticosterongehalte van de media bepaald; 
in de figuur zijn gemiddelde waarden + S.E. (n =  5) weergegeven.
Deze waarneming, die in latere experimenten zeer reprodu­
ceerbaar bleek te zijn toont aan, dat de corticosteronproduktie 
door dit weefsel zeer gevoelig is voor veranderingen in de extra­
cellulaire kaliumconcentratie binnen een begrensd gebied.
Ten aanzien van de in fig. 1 weergegeven resultaten dient te 
worden opgemerkt, dat de corticosteronproduktie is uitgezet tegen 
de kaliumconcentratie van het medium voordat hierin weefsel 
aanwezig was geweest. In latere experimenten is evenwel geble­
ken dat onder de gegeven proefomstandigheden de kaliumcon­
centratie van het medium tijdens de incubatie stijgt met ongeveer 
0,5 mM. Deze stijging is - zoals in hoofdstuk IV  zal blijken - nog 
aanmerkelijk groter wanneer het weefsel van te voren niet wordt 
gepreïncubeerd. In het experiment waarvan de resultaten in tabel
4 zijn weergegeven werd er voor gezorgd dat de stijging van de 
kaliumconcentratie minimaal was. Hiertoe werd de gebruikelijke 
hoeveelheid weefsel (500 mg) geïncubeerd in 32 ml medium in 
plaats van 4 ml. De stimulering van de corticosteronproduktie 
door kalium is ook hier relatief het grootst (114%) bij verhoging 
van de kaliumconcentratie van 5,9 tot 7,5 mM. Bij lagere kalium- 
concentraties dan 5,9 mM is de corticosteronproduktie niet signifi­
cant verschillend van die bij 5,9 mM. Verhoging van de kalium­
concentratie van 7,5 tot 10 mM resulteert in een stijging van de 
corticosteronproduktie die overeenkomt met 47% van de waarde 
in het standaard medium (5,9 mM kalium). Ook deze waarneming 
toont aan, dat de corticosteronproduktie relatief het sterkst wordt 
gestimuleerd tussen 5,9 en 7,5 mM kalium en is daarmee geheel 
in overeenstemming met de in fig. 1 weergegeven resultaten.
Tabel 4
INVLOED V A N  KALIUM OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN BIJ INCUBATIE IN  
GROOT MEDIUMVOLUME
K+-concentratie in medium (mM) Corticosteron in medium
Voor incubatie Na incubatie Effekt t.o.v. controle
»/o P
4,0 4,10 ±  0,04 3,78 ±  0,41 -8 >0,5
5,0 5,07 ±  0,04 3,92 ±  0,76 -5 >0,8
5,9 5,97 ±  0,02 4,12 ±  0,34 controle
7,5 7,53 ±  0,02 8,83 ±  0,36 +  114 <0,001
10,0 10,26 ±  0,08 10,75 ±  1,10 +  161 <0,001
500 m,g weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+); na afgieten van de preïncubatiemedia werd 2 uur geïncubeerd in 32 ml 
medium met de aangegeven K+-concentraties. De Na+-concentratie van de 
media was verlaagd, resp. verhoogd, zodat de som van Na+ en K+ constant 
bleef. Na incubatie werden in de media de K+-concentratie en het corticoste­
rongehalte gemeten; de opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E. (n =  5).
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Bij deze experimenten werd gelijktijdig met de veranderingen 
van de kaliumconcentratie de natriumconcentratie in tegengestel­
de zin gewijzigd. Uit de resultaten van een experiment waarin 
de natriumconcentratie met 4 tot 6 mM werd gewijzigd blijkt, 
dat veranderingen van de natriumconcentratie van deze grootte 
geen invloed hebben op de corticosteronproduktie (tabel 5).
Tabel 5
INVLOED V A N  NATRIUM  OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN BIJ INCUBATIE IN  MEDIUM 
MET 0 EN 10 mM K+
K+-concentratie Na+-concentratie Corticosteron in medium
mM mM yg
143,4 2,11 + 0,22
0 P>0,2
149,3 2,58 + 0,30
143,4 7,79 + 0,44
10 P>0,2
139,3 8,52 + 0,48
500 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+, 143,4 mM Na+) en vervolgens 2 uur geïncubeerd in medium met 0 en 10 
mM K+. Voor beide K+-concentraties werd de Na+-concentratie in het ene 
geval constant gehouden (143,4 mM) en in het andere geval zodanig gekozen, 
dat de som van Na+ en K+ gelijk was aan die van het standaard medium. De 
opge,geven corticosteronwaarden zijn gemiddelden ±  S.E. (n =  5).
Tabel 6
VERANDERINGEN IN  HET WATER- EN K ATI ONEN GEHALTE V A N  
CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN TIJDENS PREPARATIE 
EN INCUBATIE
Watergehalte Kationengehalte (meq/kg nat gewicht)
%> van nat gewicht K+ Na+
Vers weefsel * 75,5 + 0,55 78 + 10,6 47 + 5,5
Na preparatie 82,3 + 0,46 19,9 + 1,39 114 + 2,1
Na preïncubatie 82,5 + 0,35 35,6 + 0,14 103 + 0,6
Na incubatie 81,9 + 0,29 41,9 + 0,19 106 + 2,7
Gemiddelde waarden ±  S.E. (n = 5 ) .
* 30-45 min. na dood; bewaard op ijs.
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Tenslotte willen wij naar aanleiding van de boven beschreven 
resultaten wijzen op evidente veranderingen die optreden in het 
weefsel tijdens de incubatieprocedure. In tabel 6 zijn het water- 
gehalte en het kalium- en natriumgehalte van het weefsel in ver­
schillende fasen van de procedure weergegeven. Vergeleken met 
vers weefsel stijgt het watergehalte tijdens de preparatie met 9%> 
van het nat gewicht. Hierin treden tijdens de preïncubatie en de 
incubatie praktisch geen verdere veranderingen meer op. Het 
kalium- en natriumgehalte van het weefsel ondergaan zeer grote 
veranderingen. Tijdens de preparatie van de weefselcoupes daalt 
het kaliumgehalte met 58 meq per kg nat gewicht en stijgt het 
natriumgehalte met 67 meq. Tijdens preïncubatie en incubatie 
vindt een gedeeltelijk herstel van het kaliumgehalte plaats, terwijl 
het natriumgehalte nauwelijks verandert. Dergelijke veranderin­
gen in het kalium- en natriumgehalte tijdens incubatieproeven 
werden ook waargenomen door Birmingham c.s. (1960) bij gehal­
veerde rattebijnieren. Zij zagen dat tijdens een verblijf van 40 tot 
50 min. in gekoeld medium het kaliumgehalte van het weefsel 
daalde van 90 meq per kg nat gewicht in vers weefsel tot 55 meq 
per kg nat gewicht in het gekoelde weefsel; het natriumgehalte 
steeg van 37 tot 92 meq per kg. Tijdens incubatie bij 37° daalde 
het kaliumgehalte verder tot 48 meq en steeg het natriumgehalte 
verder tot 110 meq per kg. Deze veranderingen in het water- en 
elektrolytgehalte zijn ook beschreven voor levercoupes van rat en 
cavia (Flink c.s., 1950; Krebs c.s., 1951; Aebi, 1952; Leaf, 1956; 
Heckmann en Parsons, 1959; Parsons en van Rossum, 1962 a, 1962 
b; Elshove en van Rossum, 1963; van Rossum, 1963, 1966 a, 1966 b), 
voor pancreasweefsel van de duif (Krebs c.s., 1951), voor hersen- 
coupes van rat, cavia en kat (Krebs c.s., 1951; Leaf, 1956; Pappius 
en Elliot, 1956; Varon en Mcllwain, 1961; Bachelard c.s., 1962; 
Keesey c.s., 1965; Bourke en Tower, 1966 a, 1966 b), voor nier- 
coupes van cavia, rat, eekhoorn en hamster (Krebs c.s., 1951; 
Macknight, 1968; W illis, 1968) en voor diafragmaspieren van de 
rat (Creese en Northover, 1961). In paragraaf 3.d van dit hoofd­
stuk worden de hiermee gepaard gaande veranderingen in de 
intracellulaire kationenconcentraties en de invloed hierop van de 
kaliumconcentratie in het medium besproken.
In een volgende serie van twee experimenten werd het effekt 
van 0, 5,9 en 10 mM kalium zowel op de produktie van corticoste­
ron als van aldosteron bestudeerd (tabel 7). In beide experimenten 
is de corticosteronproduktie in het medium met 10 mM kalium 
sterk verhoogd (resp. 246 en 337%) ten opzichte van de produktie 
in het standaard medium (5,9 mM kalium). In het kaliumarme 
medium is de corticosteronproduktie in beide experimenten 
slechts in geringe mate gedaald (resp. 32 en 24%). Deze resultaten 
komen geheel overeen met die van de voorgaande experimenten. 
De produktie van aldosteron wordt eveneens sterk gestimuleerd
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Tabel 7
INVLOED V A N  KALIUM OP DE PRODUKTIE V A N  CORTICOSTERON EN 
ALDOSTERON DOOR CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN N A  
PREINCUBATIE BIJ 37° EN N A  PREINCUB ATIE BIJ 0°
K+-concentratie in 
medium (mM)
Voor inc. Na inc.
Corticosteron in medium Aldosteron in medium
ug Effekt t.o.v. 
«/o
controle
P
ug Effekt t.o.v. 
%>
controle
P
Experiment 1* 0 1,85 ±  0,03 1,82 ±  0,10 -32 <0,05 2,12 ±  0,07 -24 <0,02
(preïnc. bij 37°) 5.9 6,28 ±  0,09 2,69 ±  0,29 controle 2,78 +  0,21 controle
10 9,98 ±  0,12 9,30 ±  0,24 +246 <0,001 4,17 ±  0,08 +50 <0,001
Experiment 2 * * 0 0,82 ±  0,04 1,68 ±  0,05 -24 <0,02 1,61 ±  0,07 -28 <0,01
(preïnc. bij 0°) 5,9 5,07 ±  0,12 2,21 ±  0,15 controle 2,23 ±  0,10 controle
10 9,83 ±  0,05 9,65 ±  0,36 +337 <0,001 5,45 ±  0,52 +  144 <0,001
* 500 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd bij 37° in 4 ml standaard 
medium (5,9 mM K+) en vervolgens 2 uur geïncubeerd in medium met de 
aangegeven K+-concentraties.
** 500 mg weefsel werd 45 min. gepreïncubeerd bij 0° in 4 ml medium met 
resp. 0, 5,9 en 10 mM K+. Tijdens deze peroide werden de media drie maal 
ververst. Vervolgens werd 2 uur geïncubeerd bij 37° in media met dezelfde 
K+-concentraties.
Na incubatie werden van de media de K+-concentratie en het corticosteron- 
en aldosterongehalte gemeten. De opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E. 
(n =  5).
door verhoging van de kaliumconcentratie in het medium van
5,9 tot 10 mM (resp. 50 en 144% in de experimenten 1 en 2), hoe­
wel in mindere mate dan de produktie van corticosteron. In het 
kaliumarme medium is de daling van de aldosteronproduktie even 
groot als die van het corticosteron.
Tot nu toe werd steeds gesproken van produktie van corti­
costeron en aldosteron, uitgedrukt in ug per 500 mg weefsel per 
2 uur. Het door het weefsel gesynthetiseerde corticosteron fun­
geert op zijn beurt echter als precursor voor de synthese van 
18-hydroxycorticosteron en aldosteron. Bovendien moet rekening 
worden gehouden met de hoeveelheid corticosteroïden die aan 
het begin van de incubatie aanwezig is in het medium en het 
weefsel. M eer informatie over de werkelijke produktie wordt 
daarom verkregen uit experimenten, waarbij na verschillende 
incubatietijden de produktie wordt gemeten. In een volgend expe­
riment werd de invloed van 0, 5,9 en 10 mM kalium na 0, 30, 60 
en 120 min. incuberen op de produktie van corticosteron en aldo­
steron bestudeerd. De resultaten van dit experiment zijn weerge­
geven in fig. 2. Op het tijdstip 0 van de incubatie is het cortico-
corticosteroïdpnoduktie ( j ^ g )  -
10 -i corticosteron
60 120 
incubafcieduur (m iri)
Fig. 2. Invloed van kalium op de produktie van corticosteron (boven) en 
aldosteron (onder) door corte'xcoupes van kalverbijnieren (500 mg weefsel) 
na verschillende incubatietijden. Voor incubatieomstandigheden vergelijk 
tabel 7, experiment 1. In de figuur zijn gemiddelde waarden ±  S.E. (n =  3) 
weergegeven.
35
sterongehalte van de media met de drie verschillende kaliumcon- 
centraties niet significant verschillend en bedraagt gemiddeld 
0,94 ±  0,06 ng per 500 mg weefsel. W aar in de boven besproken 
experimenten waarden voor de corticosteronproduktie werden 
gegeven werd niet gecorrigeerd voor de hoeveelheid corticoste­
ron die aan het begin van de incubatie aanwezig was. Dit geldt 
eveneens voor volgende experimenten.
In het kalium vrije medium is het corticosterongehalte na 30 
en 60 min. incuberen weliswaar significant hoger (P<0,02) dan 
op tijdstip 0, maar de produktie is slechts gering (resp. 0,50 en 0,54 
H-g). Na 120 min. incuberen is er geen significant verschil met de 
waarde aan het begin van de incubatie. Dit laatste zal samen­
hangen met het feit dat het gevormde corticosteron verder wordt 
omgezet in 18-hydroxycorticosteron en aldosteron. In het stan­
daard medium (5,9 mM kalium) neemt het corticosterongehalte 
lineair toe met de tijd en is na 120 min. incuberen 120% hoger 
dan op het tijdstip 0. In het medium met 10 mM kalium is de snel­
heid van de corticosteronproduktie constant tot 60 min. en neemt 
af tussen 60 en 120 min. incuberen. A ls gevolg hiervan is het ver­
schil tussen de corticosteronproduktie in het medium met 5,9 en 
10 mM kalium het grootst na 60 min. incuberen, namelijk 353%. 
Het aldosterongehalte van het medium neemt - in tegenstel­
ling tot het corticosterongehalte - zowel in het kalium vrije als in 
het standaard medium lineair toe met de duur van de incubatie. 
Er zijn geen significante verschillen tussen de overeenkomstige 
waarden in deze twee media. Er is dus ook in het kaliumvrije 
medium een duidelijke produktie van aldosteron. Dit impliceert 
dat de synthese van corticosteron gevoeliger is voor kalium dan 
de omzetting van corticosteron in aldosteron. In het medium met 
10 mM kalium stijgt het aldosterongehalte lineair met de incuba- 
tieduur van 0,54 ±  0,04 fig op tijdstip 0 tot 2,76 ±  0,25 [xg na 60 
min. Ook het aldosterongehalte neemt in dit medium bij langere 
incubatieduur minder snel toe en bedraagt na 120 min. incuberen 
3,86 +  0,32 [xg per 500 mg weefsel. Hierdoor is het verschil in 
produktie ten opzichte van de overeenkomstige waarden in het 
standaard medium na 30 en 60 min. resp. 54 en 96% (P<0,05) en na 
120 min. 68% (P<0,02).
b. Invloed van kalium op de produktie van corticosteron door 
gekwarteerde rattebij nieren
De invloed van verandering van de kaliumconcentratie in het 
incubatiemedium van 4 tot 13 mM op de corticosteronproduktie 
door gekwarteerde rattebijnieren is weergegeven in tabel 8. Uit 
deze resultaten blijkt dat de corticosteronproduktie door bijnier­
weefsel van de rat relatief ongevoelig is voor veranderingen van 
de kaliumconcentratie in het medium. Bij 4 mM kalium is de 
corticosteronproduktie significant lager dan in het standaard me-
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Tabel 8
INVLOED V A N  KALIUM  OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
GEKWARTEERDE RATTEBIJNIEREN
K+-concentratie
mM
Corticosteron in medium
IU,g/100 mg weefsel Effekt t.o.v. 
°/o
contole
P
4 6,51 ± 0,22 -14 <0,01
5,9 7,61 ± 0,20 controle
8 8,04 ± 0,35 +  6 >0,3
10 9,14 ±  0,23 +20 <0,001
13 8,41 ± 0,17 +  11 <0,02
100-120 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 2 ml standaard medium 
(5,9 mM K+); na afgieten van de preïncubatiemedia werd 2 uur geïncubeerd 
in media met verschillende K+-concentratiea. De opgegeven corticosteron- 
waarden zijn gemiddelden ±  S.E. (n = 5 ) .
dium (5,9 mM kalium). Deze verlaging is echter gering (14%). 
Verhoging van de kaliumconcentratie van 5,9 tot 8 mM heeft 
geen effekt op de corticosteronproduktie. In dit trajekt was de 
corticosteronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren 
juist zeer gevoelig voor veranderingen in de medium kaliumcon­
centratie. Bij 10 en 13 mM kalium is de corticosteronproduktie 
significant verhoogd met resp. slechts 20 en 11% ten opzichte 
van de waarde in het standaard medium.
In dit experiment werden de kaliumconcentraties van de 
media na de incubatie niet gemeten. Gezien de ervaringen met 
bijnierweefsel van het kalf leek het van belang na te gaan of ook 
bij incubatie van rattebijnieren veranderingen optreden in de 
kaliumconcentratie van het medium. Dit werd gekombineerd met 
de bestudering van de invloed van kalium op de produktie van 
corticosteron in een serie van twee experimenten (tabel 9). In het 
eerste experiment werd het weefsel zonder preïncubatie 2 uur 
geïncubeerd in media met 0, 5,9 en 10 mM kalium. In het kalium- 
vrije medium stijgt de kaliumconcentratie tijdens de incubatie tot 
3,23 mM. Ook in de twee andere media stijgt de kaliumconcen­
tratie sterk tijdens de incubatie en wel met ongeveer 5 mM. In 
het oorspronkelijk kaliumvrije medium is de corticosteronproduk­
tie significant lager (15%) dan in het standaard medium. Er is 
geen verschil tussen de corticosteronproduktie in het standaard 
medium en het kaliumrijke medium.
In het tweede experiment werd het weefsel 45 min. gepreïncu­
beerd bij 0° in media met resp. 0, 5,9 en 10 mM kalium. Tijdens
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Tabel 9
INVLOED V A N  KALIUM OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
GEKWARTEERDE RATTEBIJNIEREN ZONDER PREÏNCUBATIE EN N A  
PREÏNCUBATIE BIJ 0°
K+-concentratie Corticosteron in medium
Voor incubatie 
mM
Na incubatie 
mM
U,g/100 mg weefsel Effekt t.o.v. 
»/o
controle
P
Experiment 1* 0 3,23 ±  0,34 12,97 ±  0,64 -15 <0,05
(geen preïncubatie) 5,9 11,19 ±  0,38 15,23 ±  0,61 controle
10 14,71 ±  0,10 14,40 ±  0,72 -6 >0,3
Experiment 2** 0 0,56 ±  0,04 6,72 ±  0,27 -27 <0,001
(preïncubatie bij 0°) 5,9 8,37 ±  0,37 9,25 ±  0,27 controle
10 13,19 ±  0,33 9,84 ±  0,46 +  6 >0,2
* 100-120 mg weefsel werd zonder preïncubatie 2 uur geïncubeerd bij 37° 
in 2 ml medium met resp. 0, 5,9 en 10 mM K+.
** 110-140 mg weefsel werd 45 min. gepreïncubeerd bij 0° in 2 ml medium 
met resp. 0, 5,9 en 10 mM K+. Tijdens deze periode werden de media drie 
maal ververst. Vervolgens werd 2 uur geïncubeerd bij 37° in media met 
dezelfde K+-concentraties.
Na incubatie werd van de media de K+-concentratie en het corticosteron- 
,gehalte gemeten. De opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E. (n =  5).
deze preïncubatie werd het medium enige keren ververst om het 
uit het weefsel lekkende kalium te verwijderen. Vervolgens werd 
het weefsel geïncubeerd bij 37°. Uit de in de tabel weergegeven 
resultaten blijkt, dat de kaliumconcentratie van het kaliumvrije 
medium na deze voorbehandeling slechts stijgt tot 0,56 mM. In 
het standaard medium en het kaliumrijke medium stijgt de kalium­
concentratie tijdens de incubatie met ongeveer 2 tot 3 mM. On­
danks het grote verschil in de kaliumconcentraties is de cortico­
steronproduktie in het kaliumvrije medium slechts 27% lager dan 
in het standaard medium. Ook in dit experiment is er geen ver­
schil tussen de corticosteronproduktie in het standaard medium 
en het kaliumrijke medium. Deze waarnemingen, die aantonen 
dat de produktie van corticosteron door bijnierweefsel van de 
rat niet of nauwelijks wordt beïnvloed door veranderingen in de 
medium kaliumconcentratie, stemmen geheel overeen met die 
van Giroud c.s. (1956), Müller (1965 a, 1965 b) en Müller en Huber 
(1969).
c. Invloed van kalium op de produktie van corticosteron door 
een homogenaat van cortexweefsel van kalverbijnieren
Uit de in 3.a beschreven waarnemingen blijkt dat de produktie 
van corticosteron en aldosteron door cortexcoupes van kalver­
bijnieren in hoge mate afhankelijk is van de kaliumconcentratie 
van het incubatiemedium. Om na te gaan o f voor dit effekt van
Tabel 10
INVLOED V A N  KALIUM  OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR EEN 
HOMOGENAAT V A N  CORTEXWEEFSEL V A N  KALVERBIJNIEREN
K+-concentratie
mM
Corticosteron
ug
0 8,80 ±  0,09
5 8,75 ±  0,17
10 8,26 ±  0,06
15 7,90 ±  0,26
25 8,47 ±  0,08
50 8,14 ±  0,19
100 8,65 ±  0,05
Monsters van 2 ml van het homogenaat (equivalent met ongeveer 100 mg 
cortexweefsel) werden 15 min. geïncubeerd bij 37° in aanwezigheid van 8 mM 
fumaraat en 1 mM NADP. De K+-conoentratie werd gevarieerd van 0 - 100 mM; 
de Na+-concentratie werd in tegengestelde zin gevarieerd. De opgegeven 
corticosteronwaarden (gemiddelden ±  S.E., n =  3) werden verminderd met de 
hoeveelheid corticosteron (1,51 ±  0,01 ug, n =  21) die werd gemeten in 
incubaten, die gedurende de incubatieperiode waren bewaard bij 0°.
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kalium een intacte plasmamembraan aanwezig moet zijn, werd de 
invloed van kalium op de produktie van corticosteron door een 
homogenaat van cortexweefsel van kalverbijnieren bestudeerd. 
De kaliumconcentratie werd gevarieerd van 0 tot 100 mM. De 
isotonie van het medium werd gehandhaafd door tegengestelde 
veranderingen in de natriumconcentratie.
Uit de resultaten die zijn weergegeven in tabel 10 blijkt dat 
veranderingen van de kaliumconcentratie tussen 0 en 100 mM 
geen invloed hebben op de produktie van corticosteron. In dit 
experiment werden de cortexcoupes verzameld in kaliumvrij 
medium en ook de bereiding van het homogenaat gebeurde in 
kaliumvrij medium. De uiteindelijke kaliumconcentraties van de 
incubaten werden echter niet gemeten en het is daarom niet 
duidelijk of er in het kaliumvrije incubaat een invloed van uit 
het weefsel afkomstig kalium is geweest. In een aanvullend 
experiment werden daarom weefselcoupes geruime tijd bewaard 
in kaliumvrij medium bij 0°. Tijdens deze voorbehandeling werd 
het medium een aantal keren ververst. Vervolgens werd een 
homogenaat bereid, waarvan monsters werden geïncubeerd in 
media met drie verschillende kaliumconcentraties. De gemeten 
kaliumconcentraties van deze incubaten bedroegen resp. 0,60, 
5,50 en 8,43 mM. De bijbehorende corticosteronprodukties be­
droegen resp. 6,17 ±  0,11, 6,32 ±  0,02 en 6,04 ±  0,04 p,g per 15 
min. (gemiddelden ±  S.E., n =  3). Hieruit blijkt dat een homoge­
naat ook in een zeer kaliumarm medium evenveel corticosteron 
produceert dan bij hogere kaliumconcentraties.
d. Invloed van kalium op de intracellulaire kalium- en natrium­
concentratie van cortexcoupes van kalverbijnieren
In hoofdstuk V  wordt aangetoond dat in cortexweefsel van kal­
verbijnieren een Na+-K+-ATPase systeem voorkomt dat wordt 
geaktiveerd door M g2+-, Na+- en K+-ionen en dat rembaar is door 
ouabaine. Ook in bijnieren van ratten komt een door ouabaine 
rembaar ATPase voor. Van dit enzymsysteem wordt algemeen 
aangenomen dat het zeer nauw gekoppeld is aan het aktief katio- 
nentransport mechanisme. Door dit mechanisme wordt een hoge 
intracellulaire kaliumconcentratie en lage intracellulaire natrium­
concentratie gehandhaafd tegen de elektrochemische gradiënten 
in. Omdat kalium een invloed heeft op de aktiviteit van het Na+- 
K +-ATPase systeem werd nagegaan, in hoeverre de invloed van 
kalium op de corticosteroïdproduktie gepaard gaat met verande­
ringen in de intracellulaire kationenconcentraties van het weefsel.
In tabel 7 van paragraaf 3.a is de produktie van corticosteron 
en aldosteron weergegeven bij verschillende kaliumconcentraties 
van het incubatiemedium. In dezelfde experimenten werden ook 
de intracellulaire kalium- en natriumconcentraties gemeten. De 
resultaten hiervan zijn weergegeven in tabel 11. Ter vergelijking
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Tabel 11
INVLOED V A N  KALIUM OP HET INTRACELLULAIRE KALIUM EN NATRIUM  
V A N  CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN N A  PREINCUBATIE BIJ 37° 
EN N A  PREINCUBATIE BIJ 0°
Kationenconcentraties Corticosteron in medium
Medium (mM) W eefsel (intracellulair) ^g Effekt t.o.v. controle
K+ K+
meq/kg intracell. vloeistof
Na+
% P
Voor inc. Na inc. Na inc. K+ Na+
Experiment 1 0 1,85 ±  0,03 161,9 ±  0,67 88 ±  8,5 114 ±  6,3 1,82 ±  0,10 -32 <0,05
(preïnc. bij 37°) 5,9 6,28 +  0,09 156,7 ±  4,49 104 ±  6,7 90 ±  8,8 2,69 +  0,29 controle
10 9,98 ±  0,12 154,0 ±  1,27 91 ±  2,7 86 ±  4,4 9,30 ±  0,24 +246 <0,001
Experiment 2 0 0,82 ±  0,04 160,6 ±  1,95 26 ±  1,7 167 ±  5,1 1,68 ±  0,05 -24 <0,02
(preïnc. bij 0°) 5,9 5,07 ±  0,12 153,6 ±  2,09 88 ±  4,3 90 ±  5,1 2,21 ±  0,15 controle
10 9,83 ±  0,05 150,2 ±  0,96 91 ±  4,2 86 ±  2,9 9,65 ±  0,36 +337 <0,001
De intracellulaire K+- en Na+-concentraties (gemiddelden ±  S.E., n =  5) werden 
in dezelfde experimenten bepaald als die, waarin onder dezelfde omstandig­
heden de invloed van kalium op de corticosteroïdproduktie werd nagegaan 
en waarvan de resultaten in tabel 7 zijn weergegeven; voor bijzonderheden 
omtrent incubatieomstandigheden wordt verwezen naar deze tabel. De in 
bet rechter deel van de tabel opgenomen gegevens van de corticosteronpro- 
duktie zijn ontleend aan tabel 7.
zijn in het rechter deel van de tabel gegevens van de corticosteron- 
produktie uit tabel 7 nog eens vermeld. Zowel in experiment 1 
als in experiment 2 zijn de waarden voor het intracellulaire 
kalium en natrium van weefsel, geïncubeerd in het standaard 
medium (5,9 mM kalium), niet significant verschillend van de 
overeenkomstige waarden in het medium met 10 mM kalium. 
Deze resultaten maken het zeer onwaarschijnlijk dat de grote 
stijging van de corticosteronproduktie onder deze omstandigheden 
wordt gemedieerd door veranderingen in de intracellulaire 
kalium- en natriumconcentratie.
In experiment 1 is ook in het kaliumvrije medium geen significante 
verandering opgetreden in de intracellulaire kationenconcen- 
traties in vergelijking met de waarden in het standaard medium. 
Alleen in experiment 2, waarin het weefsel werd gepreïncubeerd 
bij 0°, is in het kaliumvrije medium het intracellulaire kalium 
zeer sterk verlaagd en het intracellulaire natrium zeer sterk ver­
hoogd. Deze veranderingen in het intracellulaire kalium en 
natrium zijn in overeenstemming met het feit, dat het Na+-K+- 
ATPase systeem half-maximaal wordt geaktiveerd door 0,8 mM 
kalium (zie hoofdstuk V  3.b); de gemeten kaliumconcentratie in 
experiment 2 bedraagt 0,82 mM. Vanwege het feit dat de remming
Fig. 3. Invloed van kalium op de intracellulaire kalium- (boven) en natrium­
concentratie (onder) in cortexcoupes van kalverbijnieren na verschillende 
incubatietijden. Voor incubatieomstandighed'en vergelijk tabel 7, experiment 
1. In de figuur zijn gemiddelde waarden ±  S.E. (n =  3) weergegeven.
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van de corticosteronproduktie in het kaliumvrije medium in 
experiment 1 even groot is als in experiment 2, is het onwaar­
schijnlijk dat deze remming het gevolg is van veranderingen in 
het intracellulaire kalium en natrium.
Ten aanzien van de geuite veronderstelling dat de invloed 
van kalium op de corticosteronproduktie niet wordt gemedieerd 
door veranderingen in de intracellulaire kalium- en natriumcon- 
centratie moet worden opgemerkt, dat in de bovenbeschreven 
experimenten de intracellulaire kationenconcentraties werden 
bepaald aan het einde van een incubatieperiode van 2 uur. De 
mogelijkheid dat in vroegere fasen van de incubatie wél ver­
schillen in de intracellulaire kationenconcentraties voorkomen 
kon niet a priori worden uitgesloten. Daarom werden in een 
volgend experiment de intracellulaire kalium- en natriumconcen- 
traties na verschillende incubatietijden bepaald. Uit de resultaten 
van dit experiment, die zijn weergegeven in fig. 3 blijkt, dat er 
over de gehele incubatieperiode geen verschillen zijn tussen de 
intracellulaire kationenconcentraties in het standaard medium en 
het kaliumrijke medium. Deze resultaten steunen de veronder­
stelling dat de stimulering van de corticosteronproduktie niet 
wordt gemedieerd door veranderingen in de intracellulaire ka­
lium- en natriumconcentraties.
e. Invloed van kalium op de intracellulaire kalium- en natrium- 
concentratie van rattebijnieren in vitro
In paragraaf 3.b is gebleken, dat de produktie van corticosteron 
door bijnierweefsel van de rat nauwelijks wordt beïnvloed door 
veranderingen in de medium kaliumconcentratie. In de twee expe­
rimenten waarvan de resultaten zijn weergegeven in tabel 9, 
werden ook de intracellulaire kalium- en natriumconcentraties 
van het weefsel bepaald. De resultaten hiervan zijn weergegeven 
in tabel 12. Ter vergelijking zijn in het rechter deel van de tabel 
nog eens de gegevens van de corticosteronproduktie uit tabel 9 
vermeld. In experiment 1, waarin het weefsel zonder vooraf­
gaande preïncubatie 2 uur werd geïncubeerd in media met 0, 5,9 
en 10 mM kalium, zijn er slechts kleine verschillen in de intra­
cellulaire kalium- en natriumconcentraties. In experiment 2 werd 
het weefsel 45 min. gepreïncubeerd bij 0° in medium met 0, 5,9 
en 10 mM kalium en vervolgens, na een aantal keren verversen 
van de media, gedurende 2 uur geïncubeerd bij 37°. In het kalium­
vrije medium is het intracellulaire kalium zeer sterk gedaald en 
het intracellulaire natrium sterk verhoogd ten opzichte van de 
waarden in het standaard medium. Bovendien zijn de waarden 
voor het intracellulaire kalium in het standaard medium en het 
kaliumrijke medium duidelijk lager dan de overeenkomstige waar­
den in experiment 1. Zowel in experiment 1 als 2 is de corticoste­
ronproduktie weliswaar groter naarmate de intracellulaire kalium-
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.u Tabel 12
INVLOED V A N  KALIUM OP HET INTRACELLULAIRE KALIUM  EN 
NATRIUM  V A N  GEKWARTEERDE RATTEBIJNIEREN MET EN ZONDER 
PREINCUBATIE BIJ 0°
Kationenconcentraties Corticosteron in medium
Medium (mM) Weefsel (intracellulair) lxg/100 mg 
weefsel
Effekt t.o.v. controle
K+ K+ Na+
tneq/kg intracell. vloeistof «/o P
Voor inc. Na inc. Na inc. K+ Na+
Experiment 1 0 3,23 ±  0,34 176,2 ±  2,48 68 ±  5,5 110 ±  6,1 12,97 ±  0,64 -15 <0,05
(zonder preïnc.) 5,9 11,19 ±  0,38 176,6 ±  3,84 80 ±  3,6 112 ±  15,5 15,23 ±  0,61 controle
10 14,71 ±  0,10 157,3 ±  1,91 73 ±  3,8 107 ±  8,2 14,40 ±  0,72 -6 >0,3
Experiment 2 0 0,56 ±  0,04 178,8 ±  1,75 10 ±  1,1 147 ±  5,5 6,72 ±  0,27 -27 <0,001
(preïnc. bij 0°) 5,9 8,37 ±  0,37 190,4 ±  3,36 49 ±  2,6 122 ±  16,0 9,25 ±  0,27 controle
10 13,19 ±  0,33 182,6 ±  7,14 59 ±  2,7 116 ±  16,9 9,84 ±  0,46 +  6 >0,2
De intracellulaire K+- en Na+-concentraties (gemiddelden ±  S.E., n =  5) wer­
den in dezelfde experimenten bepaald als die, waarin onder dezelfde omstan­
digheden de invloed' van kalium op de corticosteronproduktie werd bestudeerd 
en waarvan de resultaten zijn weergegeven in tabel 9; voor bijzonderheden 
omtrent incubatieomstandigheden wordt verwezen naar deze tabel, De in 
het rechter deel van de tabel opgenomen gegevens van de corticosteronpro­
duktie zijn ontleend aan tabel 9.
concentratie hoger is; de remming van de corticosteronproduktie 
bedraagt echter slechts 27%, terwijl de intracellulaire kalium­
concentratie daalt van 49 naar 10 meq per kg intracellulaire v loei­
stof.
4. D i s c u s s i e  e n  c o n c l u s i e s
De in paragraaf 3.a beschreven waarnemingen tonen aan, dat. de 
produktie van corticosteron door coupes van de buitenste cortex- 
laag van kalverbijnieren afhankelijk is van de kaliumconcentra­
tie van het incubatiemedium. Tussen 6 en 8 mM kalium is het 
weefsel zeer gevoelig voor de kaliumconcentratie; verhogingen 
met 0,5 mM binnen dit trajekt hebben reeds een duidelijke stijging 
van de corticosteronproduktie tot gevolg. Uit de onderzoekingen 
van Kaplan (1965) was reeds gebleken, dat K+-ionen een direkt 
effekt hebben op de produktie van corticosteron door cortexweef­
sel van runderbijnieren in vitro. Deze onderzoeker nam echter 
alleen bij relatief grote veranderingen in de kaliumconcentratie 
een effekt waar en zag bovendien, dat de corticosteronproduktie 
tussen 1,5 en 14,5 mM kalium ongeveer lineair toenam met de 
concentratie. Deze verschillen tussen onze waarnemingen en die 
ven Kaplan gelden ook ten aanzien van de invloed van kalium 
op de produktie van aldosteron. Uit onze waarnemingen blijkt dat 
het effekt van kalium op de aldosteronproduktie tussen 5,9 en 10 
mM veel groter is dan tussen 0 en 5,9 mM. De aldosteronproduktie 
wordt overigens duidelijk minder gestimuleerd door kalium dan 
de corticosteronproduktie. Kaplan nam daarentegen weer een 
lineair verband waar tussen de aldosteronproduktie en de kalium­
concentratie. Deze onderzoeker gebruikte cortexcoupes van run- 
derbijnieren en nam vee l grotere spreidingen waar in de produktie 
van corticosteron en aldosteron dan wij met cortexcoupes van 
kalverbijnieren. Ook in ons laboratorium is waargenomen dat met 
cortexcoupes van runderbij nieren minder reproduceerbare resul­
taten worden verkregen dan met cortexcoupes van kalverbij­
nieren.
Kaplan beschouwt het feit dat alleen onfysiologisch grote 
veranderingen in de kaliumconcentratie een effekt hadden op de 
produktie van corticosteron en aldosteron als een beperking van 
de informatie die uit in vitro experimenten wordt verkregen. Uit 
onze waarnemingen blijkt echter, dat veranderingen in de kalium­
concentratie ter grootte van 0,5 mM reeds een duidelijke invloed 
hebben op de corticosteroïdproduktie. Ook in v ivo  is waarge­
nomen dat veranderingen in de plasma kaliumconcentratie van
0,3 tot 1,3 mM nodig zijn om effekt te sorteren (Blair-West c.s., 
1962, 1963; Davis c.s., 1963; Funder c.s., 1969). Bovendien kan wor­
den opgemerkt, dat het trajekt van kaliumconcentraties, waar­
binnen een duidelijke invloed werd waargenomen, nauw aansluit 
bij de plasma kaliumconcentratie van kalveren. De plasma kalium-
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concentratie van de dieren, waarvan in ons onderzoek de bijnieren 
werden gebruikt, bleek bij 15 verschillende dieren te variëren 
tussen 4,9 en 6,2 meq per 1 (gemiddeld 5,4 meq; S.E. 0,10). Altman 
en Dittmer (1961) vermelden voor de plasma kaliumconcentratie 
van een groot aantal runderrassen een gemiddelde waarde van 
5,8 meq per 1 met een spreiding van 4,4 tot 6,7 meq pe;r 1. Dit w il 
overigens niet zeggen dat bijnierweefsel in vitro noodzakelijker­
wijze op dezelfde wijze reageert op fysiologische prikkels als in 
vivo. Macchi en Hechter (1954) en Kaplan (1965) hebben aange­
toond dat de gevoeligheid van bijnierweefsel voor AC TH  en 
angiotensine II in vitro veel geringer is dan in vivo. Naast vele 
andere faktoren zal hierbij een rol spelen dat, zoals in ons onder­
zoek is gebleken, het bijnierweefsel tijdens de incubatie grote 
veranderingen ondergaat in het watergehalte en het kalium- en 
natriumgehalte. De intracellulaire kaliumconcentratie varieert 
na incubatie onder standaard omstandigheden van 90 tot 110 en 
de intracellulaire natriumconcentratie van 80 tot 115 meq per 
kg intracellulaire vloeistof. Hoewel in v ivo  waarden voor de 
intracellulaire kationenconcentraties van bijnierweefsel ontbre­
ken moeten we aannemen, dat deze in vitro waarden voor het 
intracellulaire kalium laag en voor het intracellulaire natrium 
hoog zijn.
Uit de in paragraaf 3.b beschreven waarnemingen blijkt, dat 
de produktie van corticosteron door bijnierweefsel van de rat, 
in vergelijking met cortexcoupes van kalverbijnieren, ongevoelig 
is voor veranderingen in de medium kaliumconcentratie. Deze 
waarnemingen stemmen geheel overeen met de reeds eerder 
aangehaalde in vitro waarnemingen van Müller (1965 a, 1965 b, 
1968) en Müller en Huber (1969) en de in v ivo  waarnemingen van 
Eilers en Peterson (1964) en Bojesen (1966). De produktie van 
aldosteron wordt zowel in v ivo  (Eilers en Peterson, 1964; Bojesen, 
1966) als in vitro (Giroud c.s., 1956; Müller, 1965 a, 1965 b, 1968; 
Müller en Huber, 1969; Benraad, 1966) wel gestimuleerd door 
kalium. Het is niet bekend of de verschillen in gevoeligheid van 
de corticosteronproduktie voor kalium door bijnierweefsel van 
de rat en het kalf een gevo lg  zijn van speciesverschillen, of dat 
hierbij ook een rol speelt dat van ratten het gehele bijnierweefsel 
en van kalverbijnieren alleen het buitenste cortexweefsel werd 
geïncubeerd. In dit verband zijn de waarnemingen van Rosenfeld
c.s. (1956) en Rosenfeld (1961) van belang, namelijk dat de 
produktie van corticosteron niet en die van aldosteron wél werd 
gestimuleerd als bij perfusie van gehele kalverbijnieren de 
kaliumconcentratie van de perfusievloeistof werd verhoogd.
In hoofdstuk IV  zal blijken, dat de hier waargenomen ver­
schillen in gevoeligheid voor kalium tussen gekwarteerde ratte- 
bijnieren en cortexcoupes van kalverbijnieren ook gelden ten 
aanzien van het effekt van ouabaine op de corticosteroïdproduk- 
tie.
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Omtrent het aangrijpingspunt van kalium in de biosynthese 
van corticosteroïden bestaat nog grote onzekerheid. Uit incuba- 
tie-experimenten met rattebijnieren, waarbij verschillende precur­
sors werden toegevoegd (cholesterol, pregnenolon, progesteron, 
11-desoxycorticosteron en corticosteron) meende Müller (1966) 
te kunnen concluderen dat kalium de omzetting van cholesterol 
in pregnenolon stimuleert. Deze veronderstelling is echter 
speculatief omdat geen homogene menging van endogene en 
exogene precursors optreedt (Vinson en Whitehouse, 1969 a, 1969 
b). Uit onze waarneming, dat bij verhoging van de kaliumconcen­
tratie in het medium de corticosteronproduktie uit endogene pre­
cursors door cortexweefsel van kalverbijnieren sterker wordt 
gestimuleerd dan de aldosteronproduktie, blijkt dat kalium in 
de biosynthese van corticosteroïden aangrijpt vóór het cortico­
steron. O f ook de omzetting van corticosteron in aldosteron wordt 
beïnvloed door kalium kan niet uit onze waarnemingen worden 
afgeleid.
De waarneming dat kalium geen invloed heeft op de corti­
costeronproduktie uit endogene precursors door een homogenaat 
van cortexweefsel van kalverbijnieren (paragraaf 3.c) is een 
sterke aanwijzing dat voor het effekt van kalium de aanwezig­
heid van een intacte plasmamembraan een noodzakelijke voor­
waarde is. Deze waarneming is in overeenstemming met die van 
Spatz en Hofmann (1966), die zagen dat kalium geen invloed heeft 
op de hydroxyleringen aan C l l  en C21 door een mitochondriën­
preparaat van caviabijnieren. De omzetting van corticosteron in 
aldosteron wordt evenmin door kalium beïnvloed in mitochon- 
driënpreparaten van rattebijnieren (Marusic en Mulrow, 1967) en 
van bijnieren van Rana catesbeiana (Psychoyos c.s., 1966; Sharma
c.s., 1967).
In paragraaf 3.d is gebleken dat er geen meetbare verande­
ringen optreden in de intracellulaire kalium- en natriumconcentra­
ties bij veranderingen in de kaliumconcentratie van het incubatie­
medium die de corticosteronproduktie zeer sterk stimuleren. Onze 
werkhypothese is dan ook dat het kaliumeffekt tot stand komt 
door extracellulaire K+-ionen, waarbij de aanwezigheid van een 
intacte plasmamembraan een noodzakelijke voorwaarde is. Funder
c.s. (1969) veronderstellen, dat de effekten van kalium op de 
aldosteron- en corticosteronproduktie door getransplanteerde 
bijnieren van schapen, die reeds optreden bij veranderingen in de 
lokale plasma kaliumconcentratie van 0,5 meq per 1 en kleiner, 
niet tot stand kunnen komen door veranderingen in het intra­
cellulaire kalium. Dit betekent volgens hen niet, dat de stimule­
ring exclusief tot stand komt via de celmembraan of het extra­
cellulaire kalium. In de hoofdstukken IV  en V I zal onze hypothese 
nader worden getoetst.
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HOOFDSTUK IV
INVLOED V A N  OUABAINE OP DE PRODUKTIE V A N  
CORTICOSTEROIDEN EN HET AKTIEF 
KATIONENTRANSPORT IN  VITRO
1. I n l e i d i n g
Van hartglycosiden, zoals bijvoorbeeld ouabaine, is bekend dat 
ze een specifieke remming van het aktief kationentransport ver­
oorzaken. Deze remming resulteert in een verlaging van het intra­
cellulaire kalium en een verhoging van het intracellulaire natrium 
(Schatzmann, 1953). Gezien het feit, dat de biosynthese van corti- 
costeroïden wordt beïnvloed door kalium (zie hoofdstuk III) leek 
het van belang om na te gaan of ook hartglycosiden, door hun 
effekt op het aktief kationentransport, deze biosynthese kunnen 
beïnvloeden. Voor zover ons bekend, zijn er geen systematische 
onderzoekingen gedaan naar de invloed van hartglycosiden op 
de bijnierschors in vitro. De literatuur over de invloed van hart­
glycosiden op de bijnier in v ivo  is zeer tegenstrijdig. In het hier 
volgende literatuuroverzicht zal deze worden besproken, evenals 
de schaarse literatuur die betrekking heeft op de invloed van 
hartglycosiden op de produktie van corticosteroïden in vitro. 
Bovendien wordt een overzicht gegeven van de literatuur over 
de invloed van hartglycosiden op het aktief kationentransport in 
geïncubeerde weefselcoupes van verschillende organen. V ervo l­
gens worden in dit hoofdstuk de resultaten besproken van eigen 
onderzoek naar de invloed van ouabaine op de corticosteroïd- 
produktie en het aktief kationentransport in bijnierweefsel in 
vitro. Een deel van dit onderzoek werd reeds gepubliceerd (W el­
len en Benraad, 1969 a, 1969 b).
2. L i t e r a t u u r o v e r z i c h t
a. Invloed van hartglycosiden op de produktie van corticosteroï­
den in v ivo
De literatuur over de invloed van hartglycosiden op de bijnier 
in v ivo  is zeer verwarrend; zowel stimuleringen als remmingen
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van de corticosteroïdproduktie zijn beschreven. Aan deze discre­
pantie kan ten grondslag liggen, dat hartglycosiden het circule­
rend bloedvolume doen dalen en de plasma kaliumconcentratie 
doen stijgen. Deze veranderingen kunnen op zich de funktie van 
de bijnierschors beïnvloeden en daardoor interfereren met even­
tuele direkte effekten van hartglycosiden op de bijnier.
De eerste waarneming dat hartglycosiden een invloed hebben 
op de bijnierschors werd gedaan door de groep van Deane (Deane 
en Gardner, 1951; Gardner c.s., 1954). Zij zagen een duidelijke 
verbreding van de zona glomerulosa van rattebijnieren na sub- 
cutane toediening van ouabaine gedurende 30 dagen. Bovendien 
namen zij waar, dat de door DOCA (desoxycorticosteron-acetaat) 
veroorzaakte atrofie van de zona glomerulosa kon worden gean- 
tagoneerd als gelijktijdig ouabaine werd toegediend. Hieruit leid­
den deze onderzoekers af, dat de door ouabaine veroorzaakte 
verbreding van de zona glomerulosa het gevolg was van een 
indirekte werking, en wel een antagonisme tussen het hart- 
glycoside en corticosteroïden ter plaatse van de niertubuli. Ook 
door van Metzler en Greeff (1954), Pyörala en Eranko (1957) en 
Gomoll (1967) werd een hypertrofie van de zona glomerulosa bij 
ratten waargenomen na toediening van hartglycosiden als stro- 
phanthine-K, ouabaine, digitoxine en lanatoside-C. Van Metzler 
en Greeff (1954) namen bovendien waar, dat deze hypertrofie ook 
optrad bij ratten die van te voren waren gehypofysectomeerd. 
Blijkbaar speelt de hypofyse geen mediërende rol.
Fig. 4. Struktuurformules van ouabaine, ouabagenine en van corticosteron en 
aldosteron. De CoHnOs-groep in ouabaine is rhamnose.
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Hartglycosiden vertonen strukturele overeenkomsten met cor­
ticosteroïden. Hierdoor zouden deze verbindingen volgens de 
aangehaalde auteurs kunnen fungeren als antagonisten. De struk­
turele overeenkomsten zijn echter, afgezien van het cyclopenta- 
noperhydro-phenanthreen-skelet, gering. De geninen van de 
hartglycosiden hebben een onverzadigde lactonring aan C17 en 
een hydroxyl-groep aan C3 en C14 of C l6. Hierin verschillen ze 
sterk van de werkzame corticosteroïden (fig. 4).
In bijna volledige tegenspraak met de bovenvermelde waarne­
mingen zijn de resultaten van Vernikos-Danellis en Marks (1962). 
Zij namen na toediening van digitoxine aan ratten een atrofie 
waar van de bijnier. Bovendien waren de synthese en afgifte van 
ACTH  beide geremd. Alleen bij ratten, die na toediening van 
digitoxine toxische verschijnselen vertoonden, namen zij een 
hypertrofie van de bijnier waar. Nakagawa en Watanabe (1966) 
verkregen daarentegen aanwijzingen dat de afgifte van ACTH  
door de hypofyse bij de rat juist wordt gestimuleerd door toedie­
ning van digitoxine. Bovendien namen deze onderzoekers waar, 
dat reeds 1 uur na toediening van digitoxine (2 mg per kg 
lichaamsgewicht), digitoxigenine (0,5 mg per kg) en strophan- 
thine-K (0,75 mg per kg) het corticosterongehalte van het plasma 
was toegenomen met ruim 400'%. Binnen 24 uur na toediening 
daalde het plasma corticosterongehalte weer tot normale waar­
den. Na intraveneuze toediening van strophanthine-K werd een 
zelfde effekt waargenomen. Uit deze bevindingen concludeerden 
Nakagawa en Watanabe, dat het effekt van hartglycosiden op 
de bijnier tot stand komt via een verhoogde afgifte van AC TH  
door de hypofyse.
De hier aangehaalde waarnemingen tonen met uitzondering van 
die van Vernikos-Danellis en Marks (1962) aan, dat de bijnier- 
schors van ratten wordt gestimuleerd door toediening van hart­
glycosiden. Bij honden is de invloed van hartglycosiden op de 
bijnier blijkbaar geheel tegengesteld aan die bij ratten. Gomoll 
en Sherrod (1960) rapporteerden dat toediening van hartglycosi­
den aan honden een daling van de aldosteronproduktie veroor­
zaakte. Deze daling ging gepaard met een verminderde doorbloe­
ding van de bijnier. Carpenter c.s. (1962) wekten bij honden 
experimenteel hartafwijkingen op door constrictie van de arteria 
pulmonalis en namen waar, dat deze ingreep resulteerde in een 
verhoogde aldosteronproduktie. Binnen 90 min. na intraveneuze 
toediening van digoxine (1,25 - 1,50 mg) daalde de gestimuleerde 
aldosteronsecretie. De corticosteronproduktie werd niet beïn­
vloed. Toediening van ouabaine aan een hond met een spontane 
hartafwijking resulteerde eveneens in een daling van de aldoste­
ronproduktie, zonder een effekt op de produktie van corticosteron. 
De daling van de aldosteronproduktie werd voorafgegaan door 
een herstel van de hemodynamische funkties en daarom ver­
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onderstelden Carpenter c.s., dat deze daling niet een gevolg is 
van een direkte invloed van hartglycosiden op de bijnier, maar 
eerder van een veranderde aktiviteit van het renine-angiotensine 
systeem. Gomoll en Sherrod (1964) zagen na intraveneuze toe­
diening van acetylstrophanthidine (1,2 mg) aan genarcotiseerde 
honden een daling van 70% van de aldosteronproduktie. De corti- 
costeron- en cortisolproduktie waren niet significant veranderd. 
De doorbloeding van de bijnier daalde met 35%. Uit het feit dat 
de produktie van corticosteron en cortisol niet werd beïnvloed 
zou kunnen blijken dat acetylstrophanthidine geen invloed heeft 
op de hypofysefunktie.
b. Invloed van hartglycosiden op de produktie van corticoste- 
roïden in vitro
In de literatuur worden slechts enkele publikaties aangetroffen 
over de invloed van hartglycosiden op de corticosteroïdproduktie 
in vitro.
Gomoll (1967) incubeerde bijnierweefsel van ratten, die van 
te voren gedurende kortere of langere tijd subcutaan ouabaine 
toegediend kregen (0,75 - 3,0 mg per kg lichaamsgewicht per dag). 
Hij nam waar, dat dit bijnierweefsel in vitro minder corticosteron 
produceerde dan bijnierweefsel van controle ratten. Bovendien 
werd, zoals reeds in paragraaf 2.a werd vermeld, een hypertrofie 
van de zona glomerulosa waargenomen. Toevoeging van ACTH  
aan het incubatiemedium resulteerde in een verhoogde cortico­
steronproduktie. Gomoll maakt een voorbarige conclusie wanneer 
hij zegt, dat deze waarnemingen aantonen dat ouabaine direkt 
op de bijnier inwerkt; de verbreding van de zona glomerulosa 
kan namelijk zeer goed een secundair gevo lg  van de ouabaine 
toediening zijn.
Cushman (1969) nam waar dat toevoeging van ouabaine (5,5 x 
10~5 M) aan incubaten van cortexcoupes van bijnieren van ge- 
hypofysectomeerde en genefrectomeerde honden de aldosteron­
produktie significant deed dalen van gemiddeld 0,21 tot 0,13 ^g 
per 100 mg weefsel in 90 min. De produktie van corticosteron 
en 17-hydroxycorticosteroïden werd niet beïnvloed door ouabai­
ne. Uit deze waarnemingen blijkt dat ouabaine de bijnierschors 
direkt kan beïnvloeden.
Tenslotte zijn er nog twee publicaties, waarin het effekt van 
hartglycosiden wordt beschreven op de omzetting van exogene 
precursors door mitochondriën en homogenaten van bijnierweef­
sel. Tsao en King (1967) vermeldden in een korte mededeling, dat 
de omzetting van 11-desoxy cortisol in cortisol door een mito- 
chondriënpreparaat van bijnieren in hoge mate werd gestimu­
leerd in aanwezigheid van 1,2 x 10~3 M  ouabaine. Zij vermeldden 
niet van welke diersoort de bijnieren afkomstig waren. Andere 
glycosiden als digitoxine, digoxine, scillareen-A en lanatoside-A
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en -C remden deze ll|3-hydroxylering. De auteurs merken op, dat 
van de genoemde glycosiden alleen ouabaine een hydroxyl-groep 
aan C l l  bezit, weliswaar in de a-configuratie. Diab (1968) toonde 
aan dat de 11(3- en 21-hydroxylering door totale homogenaten en 
mitochondriënpreparaten van runderbijnieren, met 11-desoxy- 
corticosteron en 17-hydroxyprogesteron als substraat, werd 
gestimuleerd door ouabaine in concentraties van 10“8 tot 1CT6 M. 
Bij hogere ouabaineconcentraties (10~5 - 10~4 M) trad deze stimu­
lering niet op. Ouabaine had geen invloed op de aktiviteit van 
het NADPH-genererend systeem. Bij de interpretatie van deze 
resultaten dient men rekening te houden met veranderingen in 
de permeabiliteit van mitochondriën voor exogene precursors. 
Vinson en Whitehouse (1969 a, 1969 b) wijzen zeer nadrukkelijk 
op verschillen in de omzetting van exogene en endogene pre­
cursors.
c. Invloed van hartglycosiden op het aktief kationentransport
In de meeste dierlijke cellen wordt een hoge kaliumconcentratie 
en een lage natriumconcentratie aangetroffen. Extracellulair is 
juist de natriumconcentratie hoog en de kaliumconcentratie laag. 
Deze gradiënten worden in stand gehouden door een aktief 
kationentransport mechanisme, dat K +-ionen naar binnen en Na+- 
ionen naar buiten pompt. De voor dit aktieve proces benodigde 
energie wordt ontleend aan de hydrolyse van ATP. Dit werd aan­
getoond door Gardos (1954) en Hoffman (1960) voor gereconsti- 
tueerde „ghosts" van erythrocyten en door Caldwell c.s. (1960) 
voor reuze-axonen van de pijlinktvis.
Specifiek voor het aktief kationentransport is, dat het rembaar 
is door hartglycosiden (Schatzmann, 1953; Glynn, 1957). Skou 
(1957, 1960) heeft als eerste gewezen op een verband tussen het 
aktief kationentransport en het Na+-K+-geaktiveerde ATPase 
systeem. Nadien werden uit waarnemingen van een groot aantal 
onderzoekers steeds meer aanwijzingen verkregen, dat beide 
systemen nauw aan elkaar zijn gekoppeld. Een overzicht van deze 
literatuur wordt gegeven in hoofdstuk V.
Voor verschillende weefsels is aangetoond, dat tijdens incubatie 
in aanwezigheid van remmers van het aktief kationentransport 
het kaliumgehalte van het weefsel daalt en het natriumgehalte 
van het weefsel stijgt.
Elshove en van Rossum (1963) namen waar, dat na incuba­
tie van coupes van rattelever in medium met 0,1 mg stro- 
phanthine-K per ml (ongeveer 1,4 x  10-4 M) het kaliumge­
halte van het weefsel sterk was gedaald en het natriumgehalte 
sterk was gestegen. Een maximaal effekt werd waargenomen met
1 mg strophanthine-K per ml. Van Rossum (1966 a, 1966 b) equi- 
libreerde coupes van rattelever bij 0° in medium, waaraan 24Na+ 
was toegevoegd en incubeerde het weefsel vervolgens bij 30°
52
in „tracer"-vrij medium. Hij nam waar, dat de efflux van 24Na+ 
in coupes tijdens de incubatie bij 30° werd gestimuleerd door 
verhoging van de medium kaliumconcentratie van 0 tot 6,4 mM. 
Toevoeging van 5 x 10~4 M  ouabaine antagoneerde deze door 
K+-ionen gestimuleerde efflux. Page c.s. (1964) zagen na incubatie 
van musculi papillares van het hart van de kat in medium met 
lO"5 M  ouabaine een daling van het intracellulaire kalium van 75% 
en een stijging van het intracellulaire natrium van 160%. Het 
effekt van 10-6 M  ouabaine kon praktisch geheel worden geanta- 
goneerd door verhoging van de medium kaliumconcentratie van 
2,5 tot 25 mM. Bourke en Tower (1966 b) namen aan cortexcoupes 
van hersenen van de kat eveneens waar, dat toevoeging van 
ouabaine aan het incubatiemedium het intracellulaire kalium doet 
dalen en het intracellulaire natrium doet stijgen. Bij een medium 
kaliumconcentratie van 27 mM had 10 6 M  ouabaine een half- 
maximaal effekt j concentraties van 10~5 M  en hoger remden het 
aktief kationentransport maximaal. Een ongeveer gelijke gevoe­
ligheid van het aktief kationentransport voor ouabaine werd door 
Swanson en Ullis (1966) waargenomen voor hersenweefsel van 
cavia's. W illis (1968) toonde aan, dat de opname van kalium en 
extrusie van natrium door kaliumarme cortexcoupes van nieren 
van de eekhoorn maximaal wordt geremd door 2,5 x 10'5 M 
ouabaine. N ierweefsel van hamsters was minder gevoelig  voor 
ouabaine; hier werd een maximaal effekt bereikt met 3,1 x 10"3 
M  ouabaine. Macknight (1968) nam waar, dat ook in cortexcoupes 
van rattenieren het aktief kationentransport relatief ongevoelig 
is voor ouabaine.
Ook in bijnierweefsel wordt het aktief kationentranport ge­
remd door ouabaine. Banks (1967) perfundeerde runderbijnieren 
met een medium, waarin 10“4 M  ouabaine aanwezig was en zag 
dat het intracellulaire kalium van het bijniermerg daalde met 
30%. Cushman (1969) nam na incubatie van cortexweefsel van 
hondebijnieren in medium met 5,5 x 10-5 M  ouabaine een daling 
van het kaliumgehalte waar van 40%.
3. E i g e n  w a a r n e m i n g e n
a. Invloed van ouabaine op de produktie van corticosteron en 
aldosteron door cortexcoupes van kalverbijnieren
In fig. 5 zijn de resultaten weergegeven van een experiment, 
waarin de invloed van ouabaine op de produktie van corticosteron 
door cortexcoupes van kalverbijnieren werd bestudeerd. Het weef­
sel werd zonder voorafgaande preïncubatie 3 uur geïncubeerd in 
standaard medium (5,9 mM kalium), waaraan ouabaine in concen­
traties van 10-8 tot 10~4 M  was toegevoegd. De corticosteronpro- 
duktie van de controles bedraagt 9,55 ±  0,63 |ig per 500 mg 
weefsel in 3 uur (gemiddelde ±  S.E., n =  10). Bij alle gebruikte
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neg. log molaire ouabaineconc.
Fig. 5. Invloed van ouabaine op de corticosteronproduktie door cortexcoupes 
van kalverbijnieren. Het weefsel werd zonder preïncubatie 3 uur geïncubeerd 
in standaard medium (500. mg weefsel/4 ml medium), waaraan toenemende 
hoeveelheden ouabaine (concentratie 10"8 - 10-4 M) waren toegevoegd. In de 
figuur zijn gemiddelde waarden ±  S.E. weergegeven met tussen haakjes het 
aantal waarnemingen.
ouabaineconcentraties is de corticosteronproduktie significant 
gedaald ten opzichte van de controlewaarde (P<0,01), variërend 
van 25% van de controlewaarde bij 10“8 M  tot 74% bij 10-5 en 
10-4 M. Een half-maximale remming treedt op bij ongeveer 10-7 M  
ouabaine. N iet in alle experimenten werd met 10'8 M  ouabaine 
een significant effekt waargenomen (W ellen en Benraad, 1969 a); 
bij hogere ouabaineconcentraties was het remmend effekt repro­
duceerbaar.
corticosteronproduktie (jug) K-conc. in medium (mM)
incub atie duu r (m in  )
Fig. 6. Invloed van 10~5 M  ouabaine op de corticosteronproduktie en de 
K+-concentratie van het medium na verschillende incubatietijden bij incubatie 
van cortexcoupes van kalverbijnieren. Voor incubatieomstandighed'en verge­
lijk fig. 5. In de figuur zijn gemiddelde waarden ±  S.E. (n =  5) weergegeven; 
de standaardfouten van de K+-concentraties vallen binnen de symbolen.
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De invloed van 10-5 M  ouabaine op de produktie van cortico­
steron na verschillende incubatietijden is weergegeven in fig. 6. 
Het corticosterongehalte van het medium op het moment dat de 
incubatie bij 37° begint bedraagt 3,05 +  0,17 en 3,08 ±  0,16 [xg per 
500 mg weefsel (gemiddelden ±  S.E., n =  5) voor resp. controle 
incubaten en incubaten, waaraan ouabaine was toegevoegd. Na 
15 min. incuberen is het corticosteron gestegen tot 5,47 ±  0,33 jig 
bij de controles en 5,38 ±  0,24 ug bij de incubaten met ouabaine. 
Beide waarden zijn significant hoger (resp. 79 en 74%, P<0,001) 
dan de waarden na 0 min. In de controle incubaten neemt het 
corticosteron na 45 en 120 min. incuberen verder toe en bereikt 
dan een waarde van 7,00 ±  0,29 ug. Vanaf 45 min. incuberen is 
het corticosteron van de incubaten met 10~5 M  ouabaine signifi­
cant lager dan van de controle incubaten. De remming van de 
corticosteronproduktie neemt toe van 14% na 45 min. tot 65% 
na 180 min. incuberen. Het corticosterongehalte van de ouabaine 
media is na 180 min. incuberen significant lager (19%, P<0,05) 
dan aan het begin van de incubatie. Dat het corticosterongehalte 
van de media waaraan ouabaine is toegevoegd daalt kan als 
volgt worden verklaard: Het corticosteron in het medium fungeert 
als precursor voor de produktie van 18-hydroxycorticosteron en 
aldosteron. Als nu de corticosteronproduktie wordt geremd, zoals 
hier door ouabaine, dan kan worden verwacht dat het corticoste­
rongehalte van het medium bij langere incubatietijden daalt. In 
fig. 6 zijn eveneens de gemeten kaliumconcentraties van de media 
na de verschillende incubatietijden weergegeven. Op het tijdstip 
0 min. is de kaliumconcentratie gemiddeld 8,02 ±  0,04 en 7,93 
±  0,25 mM voor resp. de controle media en de media waaraan 
10-5 M  ouabaine was toegevoegd. Voordat weefsel was toege­
voegd was de kaliumconcentratie 5,9 mM. Tijdens de preparatie 
van het weefsel is er dus een duidelijke lek van kalium uit het 
weefsel naar het medium opgetreden. In de controle media daalt 
de kaliumconcentratie in de eerste 45 min. van de incubatie sig­
nificant tot 7,28 ±  0,08 mM en ondergaat bij langere incubatie­
tijden geen verdere veranderingen. In de incubaten met 10-5 M  
ouabaine vindt er een significante stijging van de kaliumconcen­
tratie van het medium plaats. Deze stijging is het grootst in de 
eerste 15 min., namelijk 15% ten opzichte van de 0 min.-waarde 
en neemt bij langere incubatietijden nog geleidelijk toe tot 10,1 ±  
0,18 mM na 180 min., dit is een stijging ten opzichte van de 
0 min.-waarde van 38%.
In het volgende experiment werd de invloed van ouabaine 
op de produktie van aldosteron bestudeerd. Ook de corticoste­
ronproduktie werd gemeten. Het cortexweefsel werd zonder 
preïncubatie 3 uur geïncubeerd in standaard medium, waaraan 
ouabaine in concentraties van 10“8 tot 10-4 M  was toegevoegd. 
De resultaten van dit experiment zijn weergegeven in tabel 13.
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INVLOED V A N  OUABAINE OP DE PRODUKTIE V A N  CORTICOSTERON EN 
ALDOSTERON DOOR CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN
Tabel 13
Ouabaineconcentratie
M
Corticosteron in medium Aldosteron in medium
Uïï Effekt t.o.v. 
o/o
controle
P
ug Effekt t.o.v. 
0/0
controle
P
0 9,81 ±  0,49 1,62 ±  0,25
10~8 5,21 ±  0,28 -47 <0,001 1,26 ±  0,09 -22 >0,2
10-7 4,02 ±  0,22 -59 <0,001 1,15 ±  0,16 -29 >0,1
io-« 3,59 ±  0,51 -63 <0,001 1,09 ±  0,16 -33 >0,1
10‘ 5 3,92 ±  0,24 -60 <0,001 0,56 X  0,09 -65 <0,01
10“4 3,91 ±  0,21 -60 <0,001 0,63' ±  0,10 -61 <0,01
500 mg weefsel werd - zonder voorafgaande preïncubatie - 3 uur geïncubeerd 
in 4 ml standaard medium (5,9 mM K+), waaraan ouabaine in concentraties 
van 10-8 - 10-4 M  was toegevoegd. Als controles dienden incubaten, waaraan 
geen ouabaine was toegevoegd. Na incubatie werden het corticosteron- en 
aldositerongehalte van de media bepaald. De opgegeven waarden zijn ge­
middelden ±  S.E. (n = 5 ) .
De remming van de corticosteronproduktie door ouabaine varieert 
van 47% bij 10-8 M  tot 60% bij 10~4 M. Deze resultaten komen 
goed overeen met die van de twee voorgaande experimenten. 
Uit het rechter deel van de tabel blijkt, dat de produktie van 
aldosteron vee l minder gevoelig is voor ouabaine. Bij de drie 
laagste ouabaineconcentraties is de aldosteronproduktie niet 
significant verlaagd ten opzichte van de controlewaarde. Met 
10-5 en 10~4 M  treedt een significante remming van de aldosteron­
produktie op, die procentueel even groot is als de remming van 
de corticosteronproduktie. Een half-maximale remming van de 
aldosteronproduktie treedt op bij een ouabaineconcentratie van 
ongeveer 10-6 M.
In een volgend experiment werd nagegaan, of de daling van 
het medium corticosteron door ouabaine een gevolg is van een 
remming van de biosynthese, ofwel van een remming van de 
afgifte van in het cortexweefsel gevormde corticosteroïden aan 
het medium. In dit experiment werden controles vergeleken met 
incubaten waarin 10-4 M  ouabaine aanwezig was. Na incubatie 
werden de media zonder uitstel gescheiden van het weefsel en 
werd in beide het corticosterongehalte bepaald (tabel 14). Het 
corticosterongehalte van het medium is onder invloed van oua­
baine gedaald met 84% en het corticosterongehalte van het weef­
sel met 81%. Hieruit blijkt dat ouabaine inderdaad de biosynthese 
van corticosteron remt en geen ophoping van corticosteron in het 
weefsel veroorzaakt door remming van de secretie.
Tabel 14
INVLOED V A N  OUABAINE OP HET CORTICOSTERONGEHALTE V A N  HET
INCUBATIEMEDIUM EN V A N  HET WEEFSEL BIJ INCUBATIE V A N  
CORTEXCOUPES V A N  KALVERBIJNIEREN
Corticosteron (u,g)
Medium Weefsel
Controle 9,95 ±  0,64 (10) 4,02 ±  0,40 (9)
Ouabaine (10~4 M) 1,63 ±  0,54 (10) 0,77 ±  0,08 (9)
Effekt t.o.v. controle -84®/o (P<0,001) -81«/o (P<0,001)
P>0,6
500 mg weefsel werd zonder preïncubatie 3' uur geïncubeerd in 4 ml standaard 
medium (5,9 mM K+). Na incubatie werden medium en weefsel direkt van 
elkaar gescheiden en werd in beide het corticosterongehalte bepaald. Con­
troles werden vergeleken met incubaten, waaraan ouabaine (10-4 M) was toe­
gevoegd. De opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E.; tussen haakjesi het 
aantal waarnemingen.
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In de bovenbeschreven experimenten werd het cortexweefsel 
zonder voorafgaande preïncubatie geïncubeerd. Voordat echter de 
incubatie bij 37° begint, verblijft het weefsel noodgedwongen eni­
ge tijd in gekoeld medium. In deze periode lekt - zoals reeds eerder 
werd opgemerkt - kalium uit het weefsel, waardoor de kalium­
concentratie van het medium stijgt van 5,9 tot ongeveer 8 mM 
(fig. 6). In de eerste 45 min. van de incubatie bij 37° daalt de 
medium kaliumconcentratie van controle incubaten tot 7,3 mM; 
het weefsel neemt in deze periode blijkbaar kalium op. De medium 
kaliumconcentratie blijft echter zodanig verhoogd, dat de corti- 
costeroïdproduktie in deze experimenten onder controle omstan­
digheden wordt gestimuleerd door kalium (vergelijk hoofdstuk 
III, paragraaf 3.a fig. 1). Bij de interpretatie van de waargenomen 
remming van de corticosteron- en aldosteronproduktie door oua­
baine, dient met deze stimulering door kalium rekening te worden 
gehouden.
b. Invloed van ouabaine op de produktie van corticosteron en 
aldosteron door gekwarteerde rattebijnieren
De invloed van ouabaine op de produktie van corticosteron door 
gekwarteerde rattebijnieren is weergegeven in tabel 15. Per 
vaatje werden 8 gekwarteerde bijnieren (135 - 175 mg) geïncu­
beerd in 2 ml medium gedurende 3 uur. Het weefsel werd niet 
gepreïncubeerd. Ouabaine in concentraties van 1CT® tot 1CT4 M
Tabel 15
INVLOED V A N  OUABAINE OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE 
DOOR GEKWARTEERDE RATTEBIJNIEREN
Ouabaineconcentratie Corticosteron in medium
M u,g/100 mg weefsel Effekt t.o.v. controle 
%> P
0 12,81 ±  0,31 (10)
KT6 14,77 ±  1,78 (5) +  15 >0,3
1(T5 13,04 ±  0,92 (10) +2 >0,8
KT4 12,47 ±  0,66 (10) -3 >0,6
KT3 11,49 ±  0,31 (10) -10 <0,001
135-175 mg weefsel werd izonder preïncubatie 3 uur geïncubeerd in 2 ml
standaard medium (5,9 mM K+), waaraan ouabaine in concentraties van 
1CT6 - 10-3 M was toegevoegd. Als controles dienden incubaten, waaraan geen 
ouabaine was toegevoegd. Na incubatie werd het corticosterongehalte van 
de media bepaald. De opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E.; tussen 
haakjes het aantal waarnemingen.
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heeft geen effekt op de corticosteronproduktie. Alleen bij l ( r 3 M 
vindt er een significante daling plaats, welke echter slechts 10% 
bedraagt. Blijkbaar is de corticosteronproduktie door rattebijnie- 
ren niet alleen ongevoelig voor K+-ionen, zoals in paragraaf 3.b 
van hoofdstuk III is gebleken, maar ook voor ouabaine.
In een volgend experiment werd nagegaan of deze ongevoelig­
heid voor ouabaine ook geldt ten aanzien van de produktie van 
aldosteron door rattebijnieren. De resultaten van dit experiment, 
waarbij het effekt van 10“5 en 10-s M ouabaine werd bestudeerd, 
zijn weergegeven in tabel 16. De incubatie werd uitgevoerd onder
Tabel 16
INVLOED VAN OUABAINE OP DE ALDOSTERONPRODUKTIE 
DOOR GEKWARTEERDE RATTEBIJNIEREN
Ouabaineconcentratie
M
Aldosteron in medium
ug/100 mg weefsel Effekt t.o.v. 
’°/o
controle
P
0 1,10 ± 0,06
10's 1,24 ± 0,09 +  13 >0,2
10“s 0,55 ±  0,04 -50 <0,001
Voor incubatieomstandigheden: zie tabel 15. De opgegeven aldosteronwaarden 
zijn gemiddelden ± S.E. (n =  10).
dezelfde omstandigheden als boven werd beschreven. M et 10-5 
M ouabaine werd geen significant effekt op de aldosteronproduk- 
tie waargenomen. Bij 1(T3 M ouabaine is de aldosteronproduktie 
significant gedaald met 50% van de controlewaarde. Hieruit blijkt 
dat de produktie van aldosteron door rattebijnieren sterker wordt 
geremd door ouabaine dan de produktie van corticosteron. De 
ouabaineconcentratie die nodig is om een effekt te sorteren is 
echter aanzienlijk hoger dan die, welke de aldosteronproduktie 
door cortexcoupes van kalverbijnieren remt (vergelijk paragraaf
3.a).
c. Invloed van ouabaine op de produktie van corticosteron door 
een homogenaat en een mitochondriënpreparaat van cortex- 
weefsel van kalverbijnieren
In een volgende serie experim enten werd nagegaan of ouabaine 
een invloed heeft op de produktie van corticosteron door een 
homogenaat en een m itochondriënpreparaat van cortexweefsel 
van kalverbijnieren.
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In fig. 7 zijn de resultaten weergegeven van een experiment 
waarin na verschillende incubatietijden bij ouabaineconcentra- 
ties van 10-7 en 10-4 M de corticosteronproduktie door een homo­
genaat werd bepaald. H et homogenaat werd geïncubeerd in
corticosteron prod u ktie (yug) - 
121
,or
10 -  
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6 -  
4
•-----• controle
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Fig. 7. Invloed van ouabaine op de corticosteronproduktie door een homo­
genaat van cortexweefsel van kalverbijnieren na verschillende incubatietijden. 
Monsters van het homogenaat (equivalent met ongeveer 100 mg cortexweefsel) 
werden geïncubeerd in 2 ml standaard medium (eindvolume), bevattende 8 
mM fumaraat en 1 mM NADP. Controles werden vergeleken met incubaten, 
waaraan ouabaine (10-7 en 1CT4 M) was toegevoegd. De weergegeven cortico- 
steronwaarden zijn gemiddelden ± S.E, (n =  3).
standaard medium (5,9 mM kalium) w aaraan fumaraat en NADP 
in eindconcentraties van resp. 8 en 1 mM w aren toegevoegd. 
De eindconcentratie van het homogenaat kwam overeen met 
ongeveer 50 mg cortexweefsel per ml incubaat. Bij de controles 
stijgt het corticosterongehalte in de eerste 30 min. van de incuba­
tie bijzonder sterk van 1,37 ± 0,03 |xg na 0 min. tot 11,69 ± 0,30 
fig na 30 min. Bij langere incubatietijden daalt het corticosteron­
gehalte geleidelijk en bedraagt na 120 min. 10,85 + 0,29 fig. 
Zoals blijkt uit de figuur heeft toevoeging van 10-7 of 10-4 M 
ouabaine aan het medium geen enkel effekt op de corticosteron­
produktie.
In een volgend experiment werd nagegaan of een eventueel 
effekt van ouabaine op de corticosteronproduktie door een homo­
genaat wordt gemaskeerd door de toevoeging van fumaraat of 
NADP aan het incubatiemedium. In dit experiment werd alter­
nerend NADP of fumaraat weggelaten uit het medium. Uit tabel 
17 blijkt dat 10-7 M ouabaine evenmin een invloed heeft op de 
corticosteronproduktie wanneer toevoeging van NADP aan het 
medium achterwege blijft. W anneer geen fumaraat w ordt toe-
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Tabel 17
INVLOED VAN OUABAINE OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
EEN HOMOGENAAT VAN CORTEXWEEFSEL VAN KALVERBIJNIEREN 
BIJ INCUBATIE IN VERSCHILLEND SAMENGESTELDE MEDIA
Toevoeging aan Corticosteron in medium (ug)
standaard medium
Controle 10-7 M ouabaine P
Fumaraat +  NADP
Fumaraat
NADP
16,76 ± 0,23 
6,03 ± 0,09 
0,25 ± 0,01
15,96 ± 0,27 
5,82 ± 0,13 
0,25 ± 0,21
>0,5
<0,001
>0,9
Monsters van 4 ml van het homogenaat (equivalent met ongeveer 280 mg
cortexweefsel) werden 15 min. geïncubeerd bij 37°. Het medium bestond uit 
standaard medium (5,9 mM K+), waaraan fumaraat +  NADP (resp. 8 en 1 mM) 
of alleen fumaraat of NADP was toe,gevoegd. Controles werden vergeleken 
met incubaten waaraan 10-7 M ouabaine was toegevoegd. De opgegeven corti- 
costeronwaarden (gemiddelden ± S.E., n =  5) werden verminderd met de 
hoeveelheid corticosteron, die werd gemeten in incubaten, die gedurende de 
incubatie waren bewaard bij 0°.
Tabel 18
INVLOED VAN OUABAINE OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
EEN MITOCHONDRIËNPREPARAAT VAN CORTEXWEEFSEL 
VAN KALVERBIJNIEREN
Corticositeron in medium (ug) Effekt t.o.v. controle
Controle 10-4 M ouabaine Vo P
Mitochondriën 26,96 ±  1,25 25,91 ± 0,33 -6 >0,2
(9,2 mg eiwit)
Cortexcoupes 14,32 ±  0,97 7,20 ± 0,32 -50 <0,001
(500 mg weefsel)
Mitochondriën (9,2 mg eiwit) werden 3 uur geïncubeerd in 4 ml standaard 
medium (5,9 mM K+), waaraan 4 mM ATP, 8 mM fumaraat en 1 mM NADP 
waren toegevoegd. Controles werden vergeleken met incubaten, waaraan 
10-4 M ouabaine was toegevoegd. Ter vergelijking werden cortexcoupes in 
hetzelfde gefortificeerde medium geïncubeerd. De opgegeven corticositeron- 
waarden zijn gemiddelden ± S.E, (n =  5).
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gevoegd aan het medium is er nauwelijks sprake van een pro­
duktie van corticosteron door een homogenaat; 10-7 M ouabaine 
heeft hierop geen invloed.
De produktie van corticosteron door een mitochondriënprepa- 
raat is, zoals blijkt uit tabel 18, eveneens ongevoelig voor ouabai­
ne in een concentratie van 1(T4 M. De mitochondriën werden 
geïncubeerd in standaard medium waarin 4 mM ATP, 8 mM 
fumaraat en 1 mM NADP aanwezig was. Ter vergelijking werden 
cortexcoupes geïncubeerd in hetzelfde gefortificeerde medium. 
Zoals uit de onderste regel van de tabel blijkt remt 10~4 M 
ouabaine onder deze omstandigheden de corticosteronproduktie 
door cortexcoupes met 50%. W eliswaar is dit remmingspercen- 
tage kleiner dan in  het normale standaard medium werd w aarge­
nomen met deze ouabaineconcentratie, doch het toont duidelijk 
het verschil tussen cortexcoupes en geïsoleerde mitochondriën 
aan.
Uit deze resultaten met homogenaten en mitochondriën volgt, 
dat ouabaine geen invloed heeft op de corticosteronproduktie 
uit endogene precursors in een celvrij systeem. Dit is in overeen­
stemming met de waarneming van Diab (1968), die zag dat de pro­
duktie van corticosteron uit endogene precursors door een homo­
genaat van runderbijnieren slechts met 8°/o werd gestimuleerd 
bij 10-7 M ouabaine. De omzetting van 11-desoxycorticosteron in 
corticosteron werd daarentegen, afhankelijk van de substraat- 
concentratie, 22 tot 35% gestimuleerd. Ook Tsao en King (1967) 
hebben waargenomen dat de hydroxylering aan C ll van exogene 
precursors door een m itochondriënpreparaat wordt gestimuleerd 
door ouabaine.
d. Invloed van ouabaine op de intracellulaire kalium- en natrium-
concentratie van cortexcoupes van kalverbijnieren
Uit de resultaten van paragraaf 3.a blijkt, dat ouabaine in con­
centraties van 10~8 M en hoger de produktie van corticosteron 
door cortexcoupes van kalverbijnieren remt. De produktie van 
aldosteron is minder gevoelig voor ouabaine. In deze experimen­
ten werd het weefsel vóór de incubatie niet gepreïncubeerd. 
Onder dezelfde proefomstandigheden werd het effekt van oua­
baine op het intracellulaire kalium en natrium bestudeerd. De 
resultaten van dit experiment zijn w eergegeven in fig. 8. De w aar­
den voor de kalium- en natrium concentraties van de media aan 
het eind van de incubatie zijn eveneens in deze figuur opgenomen. 
De intracellulaire kalium- en natriumconcentratie van de contro­
les zijn resp. 91 ± 6,5 en 80 ± 7,2 meq per kg intracellulaire 
vloeistof. Bij 10'8 M ouabaine bedraagt de intracellulaire kalium­
concentratie 106 ± 11,7 meq. Bij 10-7 M ouabaine is het intracel­
lulaire kalium sterk gedaald tot 46 + 3,1 meq. Bij de drie hoogste 
ouabaineconcentraties is de intracellulaire kaliumconcentratie
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gedaald tot gemiddeld 16 meq per kg intracellulaire vloeistof. 
De kaliumconcentratie van het medium stijgt tengevolge van de 
kaliumlek u it het weefsel door de aanwezigheid van ouabaine 
van 7,57 ± 0,07 mM bij de controles tot 12,0 ±  0,88 mM bij 10-4 
M ouabaine. De intracellulaire natriumconcentraties vertonen het 
tegenovergestelde beeld van de intracellulaire kaliumconcentra- 
ties. Bij 10-7 M ouabaine stijgt het intracellulaire natrium tot 136 
± 8,9 meq per kg intracellulaire vloeistof en neemt bij 10~4 M 
nog verder toe tot 151 ± 18,1 meq. De natriumconcentratie van 
het medium stijgt, ondanks de opname van natrium door het 
weefsel, van 153 ±  0,8 mM bij de controles tot 163 ±  3,3 mM 
bij IQ-7 M ouabaine. Bij hogere ouabaineconcentraties daalt de 
natriumconcentratie w eer enigszins en wel tot 160 ±  3,8 mM bij 
10-4 M ouabaine. Een half-maximaal effekt op het intracellulaire 
kalium en natrium treedt op bij een ouabaineconcentratie van 
ongeveer 10~7 M.
Fig. 8. Invloed van ouabaine op de intracellulaire kalium- en natriumconcen­
tratie van cortexcoupes van kalverbijnieren. Voor incubatieomstandigheden 
vergelijk fig. 5. Naast de intracellulaire K+- en Na+->concentraties (gemiddelde 
waarden ± S.E., n =  5) zijn bovendien d'e K+- en Na+-concentraties van de 
media aan het eind van de incubatie weergegeven; de standaardfouten van 
de K+-concentraties vallen binnen de symbolen.
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e. Invloed van ouabaine op de intracellulaire kalium- en natrium ­
concentratie van gekwarteerde rattebijnieren
De produktie van corticosteron en aldosteron door gekw arteerde 
rattebijnieren wordt, zoals blijkt uit de resultaten van paragraaf
3.b, slechts door zeer hoge ouabaineconcentraties geremd. Hier­
bij is het effekt op de aldosteronproduktie groter dan op de cor- 
ticosteronproduktie. Onder dezelfde omstandigheden als waarin 
de invloed van ouabaine op de corticosteroïdproduktie werd na­
gegaan, werd ook de invloed van ouabaine op de intracellulaire 
kalium- en natriumconcentraties bestudeerd. De resultaten hier­
van zijn weergegeven in fig. 9. Na 3 uur incuberen in standaard
kationenconcentratie ------------------------------------------
--------- meq/kgintracell. water
----------m eq/l incubstiemedium
1 6 0 -,
medium K+A-----//----*------A-----*
0  T-------//------- 1-------- 1-------- 1-------- I
c*> 5 4  3 2
neg log molaire ouabaineconc.
Fig. 9. Invloed van ouabaine op de intracellulaire kalium- en natriumconcen­
tratie van gekwarteerde rattebijnieren. Voor incubatieomstandigheden ver­
gelijk tabel 15. Naast de intracellulaire K+- en Na+-concentraties (gemiddelde 
waarden + S.E., n =  5) zijn bovendien de K+- en Na+-concentraties van de 
media aan het eind van de incubatie weergegeven. Waar niet aangegeven 
vallen de standaardfouten binnen de symbolen.
medium (5,9 mM kalium) zijn de intracellulaire kalium- en 
natrium concentratie resp. 100 ± 3,3 en 98 ± 5,2 meq per kg 
intracellulaire vloeistof. Bij 10-5 en 10~4 M ouabaine daalt het 
intracellulaire kalium tot resp. 84 + 4,2 en 72 ±  6,2 meq. Deze 
daling is aanzienlijk kleiner dan werd waargenom en bij cortex- 
coupes van kalverbijnieren. Bij 10-3 M ouabaine is de intracellu­
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laire kaliumconcentratie gedaald tot 30 ±  1,4 meq per kg intra­
cellulaire vloeistof. De kaliumconcentratie van het medium stijgt 
van 7,07 + 0,11 mM bij de controles tot 7,57 ± 0,03 mM bij 10-3 
M ouabaine. De intracellulaire natrium concentratie stijgt slechts 
in geringe mate bij 10~5 en 10-4 M ouabaine. Bij 10~3 M ouabaine 
is het intracellulaire natrium gestegen tot 154 ± 4,4 meq per kg 
intracellulaire vloeistof. Deze resultaten tonen aan, dat het aktief 
kationentransport in bijnierweefsel van de ra t veel minder gevoe­
lig is voor ouabaine dan in cortexcoupes van kalverbijnieren. 
Een half-maximaal effekt op de intracellulaire kationen wordt 
hier bereikt bij ongeveer 10-4 M ouabaine. Hierbij moet evenwel 
worden opgemerkt, dat bij 10“3 M ouabaine het maximale effekt 
waarschijnlijk nog niet is bereikt (vergelijk remming van het 
Na+-K+-ATPase door ouabaine, hoofdstuk V paragraaf 3.c).
4. D i s c u s s i e  e n  c o n c l u s i e s
Tot op heden is zeer weinig aandacht geschonken aan de invloed 
van hartglycosiden op de biosynthese van corticosteroïden. Uit 
talloze onderzoekingen met andere weefsels en organen is geble­
ken, dat hartglycosiden een remmende invloed hebben op het 
aktief kationentransport. Hierdoor brengen hartglycosiden ver­
anderingen teweeg in de gradiënten van kalium en natrium tussen 
de intra- en extracellulaire ruimten. N aar aanleiding van de resul­
taten van hoofdstuk III w aaruit blijkt, dat de corticosteroïdpro­
duktie sterk afhankelijk is van K+-ionen w erd nagegaan, of hart­
glycosiden, vanwege bovengenoemde specifieke eigenschap, de 
corticosteroïdproduktie beïnvloeden.
De in dit hoofdstuk beschreven resultaten vormen - in kombina- 
tie met de resultaten van hoofdstuk III - een aanwijzing, dat 
ouabaine en kalium zich ten aanzien van de corticosteroïdpro­
duktie gedragen als antagonisten. Daarnaast suggereren deze 
resultaten, dat het aktief kationentransport mechanisme een be­
langrijke rol speelt bij het tot stand komen van het effekt van 
ouabaine op de corticosteroïdproduktie. Argumenten voor beide 
aspecten worden achtereenvolgens onder a en b aangevoerd.
a. De corticosteronproduktie door cortexcoupes van kalver­
bijnieren wordt in hoge mate geremd door ouabaine; de produktie 
van aldosteron wordt minder sterk geremd. Zo wordt de cortico­
steronproduktie reeds half-maximaal geremd door 10-7 M oua­
baine, terwijl de aldosteronproduktie pas significant wordt geremd 
door 10~5 en 10-4 M ouabaine (paragraaf 3.a).
Uit hoofdstuk III blijkt, dat de corticosteronproduktie sterker 
wordt gestimuleerd door kalium dan de aldosteronproduktie. In 
een experiment, waarin de corticosteronproduktie door verhoging 
van de extracellulaire kaliumconcentratie tot 10 mM werd gesti­
muleerd met 246'%, werd een stimulering van de aldosteronpro­
duktie van 50% waargenomen.
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Deze gegevens vormen een aanwijzing dat ouabaine en kalium 
zich gedragen als antagonisten. Geheel in overeenstemming 
hierm ee zijn de resultaten, die werden verkregen bij incubatie 
van rattebijnieren. Hier heeft ouabaine nauwelijks een invloed 
op de corticosteronproduktie, terwijl de aldosteronproduktie wel 
duidelijk wordt geremd door ouabaine (paragraaf 3.b). 1CT3 M 
ouabaine remt het corticosteron met 10% en het aldosteron met 
50%.
In hoofdstuk III is gebleken, dat kalium slechts een gering 
effekt heeft op de corticosteronproduktie door rattebijnieren, 
terwijl uit waarnemingen van M üller (1965 a, 1965 b, 1966, 1968), 
M üller en Huber (1969) en Benraad (1966) blijkt, dat de aldosteron­
produktie veel sterker wordt gestimuleerd door kalium. Bij ver­
hoging van de kaliumconcentratie van het medium van 5,9 tot 
10 mM werd een verhoging van de corticosteronproduktie van 
20% waargenomen, terwijl M üller en Benraad ongeveer een ver­
dubbeling van de aldosteronproduktie waarnamen.
M et nadruk dient te worden gesteld, dat onder de gebruikte 
incubatieomstandigheden de corticosteroïdproduktie van de con­
trole incubaten reeds aanzienlijk gestimuleerd is door kalium. 
Bij incubatie van cortexcoupes van kalverbijnieren stijgt namelijk 
de kaliumconcentratie van de controle media van 5,9 tot ongeveer
7.5 mM. Deze stijging is het gevolg van een kaliumlek uit de 
cellen naar de extracellulaire ruimte van het weefsel tijdens de 
periode tussen de dood van het dier en het begin van de incubatie 
der coupes; tijdens de incubatie diffundeert dit extracellulaire 
kalium naar het medium. In hoofdstuk III is gebleken, dat verho­
ging van de kaliumconcentratie binnen het trajek t van 5,9 tot
7.5 mM een aanzienlijke stijging van de corticosteronproduktie 
teweeg brengt. In hoofdstuk VI zal blijken, dat ouabaine alleen 
in staat is de door K+-ionen gestimuleerde corticosteronproduktie 
te  remmen.
b. Uit de resultaten van paragraaf 3.c blijkt, dat voor het effekt 
van ouabaine op de corticosteronproduktie de aanwezigheid van 
een intacte plasmamembraan een noodzakelijke voorwaarde is. 
De corticosteronproduktie door homogenaten en mitochondriën 
van cortexweefsel van kalverbijnieren wordt in het geheel niet 
beïnvloed door ouabaine. Deze waarnemingen wijzen er op, dat 
bij het effekt van ouabaine op de corticosteroïdproduktie een 
transportmechanisme is betrokken. Andere aanwijzingen hiervoor 
zijn:
b. 1. De dosis-werkingscurve van ouabaine op de corticosteron­
produktie (fig. 5) en op het aktief kationentransport (fig. 8) ver­
tonen praktisch hetzelfde beeld. Een half-maximaal effekt w ordt 
in beide gevallen bereikt bij ongeveer 10“7 M ouabaine, terwijl 
ouabaine in concentraties van 10-6 M en hoger in beide gevallen 
maximaal remt. In hoofdstuk V zal blijken, dat ook het N a+-K+- 
ATPase systeem in homogenaten van cortexweefsel van kalver-
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bijnieren eveneens half-maximaal wordt geremd door ongeveer 
10-7 M ouabaine.
b. 2. De ongevoeligheid van de corticosteroïdproduktie door 
rattebijnieren voor ouabaine gaat, zoals blijkt uit paragraaf 3.c, 
samen met een ongevoeligheid van het aktief kationentransport 
voor ouabaine. Alleen 10-3 M ouabaine heeft een duidelijk effekt 
op de intracellulaire kationen en de aldosteronproduktie. Ook 
het Na+-K+-ATPase systeem in homogenaten van rattebijnieren 
is relatief ongevoelig voor ouabaine (zie hoofdstuk V).
Deze bevindingen maken het zeer waarschijnlijk, dat het N a+- 
K+-geaktiveerde ATPase systeem nauw betrokken is bij het effekt 
van ouabaine op de corticosteroïdproduktie. In hoofdstuk VI 
zullen echter een aantal resultaten worden getoond, die niet zon­
der meer op grond van deze conclusie kunnen worden verklaard. 
Daar zal namelijk blijken, dat onder bepaalde omstandigheden 
het effekt van ouabaine op het aktief kationentransport tegen­
gesteld is aan het effekt op de corticosteroïdproduktie.
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HOOFDSTUK V
VOORKOMEN EN EIGENSCHAPPEN VAN HET 
N a+-K+-ATPase SYSTEEM IN BIJNIERWEEFSEL
1. I n l e i d i n g
In hoofdstuk III en IV is gebleken dat het intracellulaire kalium 
en natrium van cortexweefsel van kalverbijnieren en van ge- 
kw arteerde rattebijnieren kan worden beïnvloed door incubatie 
in kaliumarm medium en door toevoeging van ouabaine. Onder 
beide omstandigheden daalt het intracellulaire kalium en stijgt 
het intracellulaire natrium. Deze waarnemingen maken het aan­
nemelijk dat in bijnierweefsel een aktief kationentransport me­
chanisme voorkomt.
Dit mechanisme komt in vrijwel alle dierlijke weefsels voor 
en dient in de eerste plaats voor de handhaving van een hoge 
intracellulaire kalium concentratie en lage intracellulaire natrium- 
concentratie tegen de elektrochemische gradiënten in. Van het 
aktief kationentransport mechanisme wordt algemeen aangeno­
men dat het zeer nauw gekoppeld is aan het N a+-K+-ATPase 
systeem. Door Bonting c.s. (1961 a) werd aangetoond dat dit 
enzymsysteem voorkomt in homogenaten van totale bijnieren van 
de kat.
De handhaving of het herstel van de hoge intracellulaire 
kaliumconcentratie is essentieel voor vele fysiologische proces­
sen die zich afspelen in cellen en weefsels. Voor een uitvoerige 
bespreking van de literatuur met betrekking tot dit aspekt van 
het aktief kationentransport mechanisme wordt verw ezen naar 
Bonting (1970).
In dit hoofdstuk worden waarnemingen over het voorkomen 
en eigenschappen van het N a+-K+-ATPase systeem in cortexweef­
sel van kalverbijnieren en totale rattebij nieren beschreven. Van 
te voren wordt een overzicht gegeven van de literatuur betref­
fende het voorkomen, eigenschappen en werkingsmechanisme 
van het N a+-K+-ATPase systeem en de samenhang met het aktief 
kationentransport mechanisme. Hiervoor wordt bovendien ver­
wezen naar het overzicht van Skou (1965) en de reeds eerder 
vermelde sam envatting van Bonting (1970).
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2. L i t e r a t u u r o v e r z i c h t
a. Voorkomen van het N a+-K+-ATPase systeem en samenhang 
met het aktief kationentransport
Het N a+-K+-ATPase systeem werd voor het eerst aangetoond door 
Skou (1957) in partikels van een homogenaat van perifere zenuw­
en van de krab (Carcinus maenas). Hij vond een door Mg2+-ionen 
geaktiveerde ATPase aktiviteit, welke werd verhoogd door gelijk­
tijdige toevoeging van Na+- en K+-ionen. Nadien hebben een 
groot aantal onderzoekers deze Na+-K+-geaktiveerde-ATPase 
aktiviteit aangetoond in een grote verscheidenheid van weefsels 
van vele diersoorten. Post c.s. (1960), Tosteson c.s. (1960) en 
Dunham en Glynn (1961) toonden het enzymsysteem aan in mem­
branen van erythrocyten. De eigenschappen van dit Na+-K+- 
ATPase systeem vertoonden grote overeenkomst met die van 
het kationentransport door de membraan van erythrocyten 
„ghosts” (Post c.s., 1960; Dunham en Glynn, 1961; Whittam, 1962). 
Door Bonting c.s. (1962) werd het Na+-K+-ATPase systeem aan­
getoond in een groot aantal weefsels, w aarvan bekend was dat 
ze een door hartglycosiden rembaar kationentransport mecha­
nisme hebben. Bovendien namen Bonting en Caravaggio (1963) 
voor een zestal weefsels een kw antitatieve correlatie waar tussen 
de N a+-K+-ATPase aktiviteiten en de kationenfluxen. Deze w aar­
nemingen bevestigden de veronderstelling van Skou (1957), dat 
het Na+-K+-ATPase systeem nauw gekoppeld of zelfs identiek is 
aan het aktief kationentransport mechanisme.
Bonting c.s. (1961 a) hebben het enzymsysteem aangetoond in 
een groot aantal weefsels van de kat en de mens. Alleen in weef­
sel met weinig of geen cellen kon het enzym niet worden aan­
getoond. De aktiviteit van het Na+-K+-ATPase systeem is in hoge 
mate afhankelijk van het type weefsel. Een hoge aktiviteit werd 
waargenomen in hersenen en zenuwweefsel (Jarnefelt ,1961; Bon­
ting c.s., 1961 a, 1962, 1964 b; Vates c.s., 1964), de zoutklier van 
zeevogels (Bonting c.s., 1964 c), de nier (Bonting c.s., 1961 a, 1962), 
het elektrische orgaan van de sidderaal (Bonting c.s., 1961 b), de 
rectaalklier van Elasmobranchii (Bonting, 1966) en de cochlea 
van de cavia en de kip (Kuijpers c.s., 1967; Kuijpers en Bonting, 
1969). Bonting c.s. (1961 a) vonden in de bijnier van de kat een 
Na+-K+-ATPase aktiviteit die overeen kwam met 5,2°/o van de 
aktiviteit in de grijze stof van de hersenen.
Door Hoffman (1960) en Glynn (1962) w erd voor erythrocyten 
aangetoond dat het N a+-K+-ATPase systeem gelokaliseerd is in 
de plasmamembraan, zoals men zou verw achten voor een pomp- 
systeem. Deze bevinding werd bevestigd voor neuraal weefsel 
(Bonting en Caravaggio, 1962; Bonting c.s., 1962; Cummins en 
Hyden, 1962), hartspier (Portius en Repke, 1962), nier (Wheeler
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en Whittam, 1962) en voor lever (Bonting c.s., 1962; Emmelot en 
Bos, 1966).
b. Eigenschappen van het Na+-K+-ATPase systeem
Het N a+-K+-ATPase systeem katalyseert de hydrolyse van ATP 
en wordt geaktiveerd door Mg2+-ionen en N a+- en K+-ionen (Skou, 
1957, 1960). Voor een groot aantal weefsels is aangetoond dat 
NHé+-, Rb+- en Cs+-ionen K+-ionen kunnen vervangen (Skou, '1957, 
1960; Bonting c.s., 1964 c; Bonting, 1966; Bakkeren en Bonting, 
1968). Experimenten met „ghosts" van erythrocyten (Post c.s., 
1960; Dunham en Glynn, 1961; Glynn, 1962) en reuze-axonen van 
de pijlinktvis (Baker c.s., 1969) hebben uitgewezen dat het voor 
de aktivering door Na+- en K+-ionen nodig is dat natrium zich aan 
de binnenzijde en kalium zich aan de buitenzijde van de mem­
braan bevindt.
H et pH optimum van het N a+-K.+-ATPase systeem varieert voor 
verschillende weefsels van ongeveer 7 tot 7,5, terwijl het pH 
optimum voor het begeleidende Mg2+-geaktiveerde ATPase ligt 
bij ongeveer 8,4 en 8,9 (Skou, 1957; Bonting c.s., 1964 c; Bonting, 
1966; Bakkeren en Bonting, 1968; Kuijpers en Bonting, 1969; Rid- 
derstap en Bonting, 1969 a, 1969 b).
Een karakteristieke eigenschap van het Na+-K+-ATPase sys­
teem is, dat het wordt geremd door hartglycosiden en erythro- 
phleum alkaloïden. Het Mg2+-geaktiveerde ATPase wordt niet 
geremd door deze verbindingen. De gevoeligheid is afhankelijk 
van de weefselsoort en diersoort, terwijl er steeds een grote over­
eenkomst bestaat in gevoeligheid van het enzymsysteem en het 
aktief kationentransport mechanisme (Post c.s., 1960; Bonting c.s., 
1962, 1964 a; Taylor, 1962; Vates c.s., 1964; Ridderstap en Bonting, 
1969 a, 1969 b). Zeer lage concentraties hartglycosiden en erythro- 
phleum alkaloïden zijn in staat het N a+-K+-ATPase systeem te 
stim uleren (Bonting c.s., 1964 c; Bonting, 1966; Vates c.s., 1964; 
Kuijpers en Bonting, 1969; Ridderstap en Bonting, 1969 b) en ook 
het aktief kationentransport wordt onder deze omstandigheden 
gestimuleerd (Kahn, 1962; Palmer en Nechay, 1964; Oppelt en 
Palmer, 1966; Ridderstap en Bonting, 1969 b). Zowel de remming 
van het enzymsysteem als het transportmechanisme door lage 
concentraties hartglycosiden kan worden geantagoneerd door ver­
hoging van de kaliumconcentratie (Dunham en Glynn, 1961; Por- 
tius en Repke, 1962; Bonting c.s., 1963; Judah en Ahmed, 1964). 
Deze waarnemingen bevestigen, dat beide systemen identiek zijn.
c. Mechanisme van het Na+-K+-ATPase systeem
Het N a+-K+-ATPase systeem katalyseert de hydrolyse van ATP 
in ADP en anorganisch fosfaat. Zeer waarschijnlijk verloopt deze 
hydrolyse in een aantal stappen, w aarvan de eerste bestaat uit 
de vorming van een gefosforyleerd tussenprodukt en een vol­
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gende uit een defosforylering. In de eerste stap wordt onder 
invloed van Mg2+- en Na+-ionen een terminale, energierijke fos- 
faatgroep van het ATP gebonden aan het enzymsysteem (Albers
c.s., 1963; Bader c.s., 1968; Sen c.s., 1969). In de tweede stap wordt 
het gefosforyleerde enzymsysteem onder invloed van K+-ionen 
gedefosforyleerd, waarbij het anorganisch fosfaat in de cel vrij 
komt (Bader c.s., 1968; Fahn c.s., 1968; Sen c.s., 1969). De defos­
forylering kan worden geremd door lage concentraties ouabaine 
(Sen c.s., 1969). Voor een gedetailleerde bespreking van de litera­
tuur die betrekking heeft op dit reaktieverloop van de hydrolyse 
van ATP wordt verwezen naar Bonting (1970).
Hoewel de struktuur van het N a+-K+-ATPase systeem - mede 
door zijn onoplosbaarheid - nog zeer onduidelijk is, zijn door een 
aantal onderzoekers modellen voorgesteld die inzicht geven in 
de manier waarop door het enzymsysteem N a+-ionen naar buiten 
en K+-ionen naar binnen worden gepompt. Van deze modellen 
•worden hieronder een tweetal besproken die grote overeenkom­
sten vertonen. Het door Opit en Charnock (1965) voorgestelde 
model gaat u it van een eiwit-lipid dubbellaag, die in rusttoestand 
met het eiwitskelet naar binnen is gericht. Op dit eiwitskelet 
komen een groot aantal negatief geladen groepen voor, waarbij 
Na+- en K+-ionen als tegenionen fungeren. Daarnaast bestaan er 
fosforyleringsplaatsen. Bij een hoog intracellulair natrium worden 
veel N a+-ionen gebonden en ontstaat het gefosforyleerde tussen- 
produkt. Hierdoor neemt de lengte van de eiwitketen toe, hetgeen 
resulteert in een rotatie van de keten met het lipidskelet als as. 
De gefosforyleerde groepen blijven hierbij hun oorspronkelijke 
positie innemen, maar de met Na+- en K+-ionen bezette plaatsen 
worden naar de buitenkant van de membraan gedraaid. Aan deze 
zijde van de membraan hebben de negatief geladen groepen een 
grotere affiniteit voor K+-ionen en worden Na+-ionen uitgewisseld 
tegen K+-ionen. Door deze binding van K+-ionen w ordt de defos­
forylering van het enzymsysteem geaktiveerd en krijgt de keten 
zijn oorspronkelijke lengte terug. De met K+-ionen bezette groe­
pen draaien terug naar binnen, w aar de affiniteit voor Na+-ionen 
overheerst. Op deze wijze wordt natrium naar buiten en kalium 
naar binnen getransporteerd.
Het model van Albers c.s. (1968) komt in grote lijnen overeen 
met dat van Opit en Charnock. Albers c.s. nemen aan dat het 
enzymsysteem in twee vormen kan voorkomen. In de ,,cis"-vorm 
zijn de bindingsplaatsen voor Na+- en K+-ionen en de fosforyle­
ringsplaatsen naar binnen gericht en is de affiniteit voor N a+- 
ionen groot. Hierdoor reageren de fosforyleringsplaatsen met ATP 
en gaat de ,,cis”-vorm over in de „trans"-vorm. De bindingsplaats­
en voor kationen draaien naar buiten, w aar de affiniteit voor 
K+-ionen overheerst. Door de binding van K+-ionen wordt de 
defosforylering geaktiveerd en gaat de „trans''-vorm w eer over 
in de „cis"-vorm.
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d. Koppeling van andere transportprocessen aan het N a+-K+-
ATPase kationenpompsysteem
N aast het transport van K+- en Na+-ionen komen in vele weefsels 
andere transportprocessen voor, die gekoppeld zijn aan de katio- 
nenpomp. Tot de stoffen w aarvoor dit is aangetoond behoren 
suikers, aminozuren, jodide, p-aminohippuurzuur en 1-dopa. Der­
gelijke gekoppelde transportprocessen zijn waargenom en in de 
ooglens (Kern c.s., 1962; Kinsey en Reddy, 1965), nier (Burg en 
Orloff, 1962), schildklier (Wolff en Halmi, 1963), darm (Csaky, 
1963; Schulz en Zalusky, 1964), hersenen (Yoshida en Kaniike, 
1963) en Ehrlich ascites tumorcellen (Kromphardt c.s., 1963).
De conclusie, dat zulk een koppeling bestaat, volgt uit een 
afhankelijkheid van deze transportprocessen van extracellulaire 
K+- en N a+-ionen en u it een remming door hartglycosiden, welke 
kan worden geantagoneerd door verhoging van de extracellulaire 
kaliumconcentratie. Hartglycosiden remmen specifiek de hydro- 
lyse van ATP door het N a+-K+-ATPase systeem; de remming van 
het aan de kationenpomp gekoppelde transport door hartglycosi­
den kan daarom niet het gevolg zijn van een vermindering van de 
beschikbare energie voor transportprocessen in het algemeen. 
Dit is een aanwijzing, dat het transport van deze stoffen is ge­
koppeld aan het aktief kationentransport mechanisme.
Kromphardt c.s. (1963) hebben aangetoond, dat cellen van 
Ehrlich ascites tumoren, die door een verblijf in de koude kalium- 
depleet waren gemaakt, tijdens incubatie bij 37° toch aminozuren 
opnemen. Deze opname duurde voort zolang kalium werd opge­
nomen. Dit betekent, dat het gekoppelde transport van amino­
zuren niet afhankelijk is van intracellulaire kationenconcentra- 
ties, maar van het functioneren van de kationenpomp. Schultz 
en Zalusky (1964) hebben aangetoond, dat de aktieve opname 
van glucose door het darmepitheel in vitro, dat wil zeggen het 
transport van mucosa- naar serosazijde, rembaar is door ouabaine; 
het passieve transport in tegengestelde richting is niet rem baar 
door ouabaine. Hierbij was het nodig, dat ouabaine aan de serosa­
zijde werd toegediend, de zijde w aar het Na+-K+-ATPase systeem 
is gelokaliseerd. De remming door ouabaine van zowel het katio­
nentransport als het suikertransport kon worden geantagoneerd 
door de kalium concentratie aan de serosazijde te verhogen. Deze 
waarnemingen van Kromphardt c.s. en van Schultz en Zalusky 
tonen aan, dat het transport van aminozuren en glucose in deze 
beide gevallen is gekoppeld aan het Na+-K+-ATPase kationen­
pompsysteem.
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3. E i g e n  w a a r n e m i n g e n  o v e r  h e t  v o o r k o m e n  
e n  e i g e n s c h a p p e n  v a n  h e t  N a +- K+- A T P a s e  
s y s t e e m  i n  b i j n i e r w e e f s e l
Homogenaten van cortexweefsel van kalverbijnieren werden 
geprepareerd en gelyophiliseerd als beschreven in hoofdstuk II. 
De samenstelling van de verschillende substraatmedia en de me­
thode voor de bepaling van de ATPase aktiviteiten zijn eveneens 
beschreven in hoofdstuk II.
a. Voorkomen van het Na+-K+-ATPase systeem in cortexweefsel 
van kalverbijnieren
De N a+-K+-ATPase aktiviteit werd berekend als het verschil van 
de totale ATPase aktiviteit in het komplete medium A en de 
Mg2+-ATPase aktiviteit in de remmende media B (geen K+), C 
(geen N a+) en E (geen K+, 10-4 M ouabaine).
De absolute waarden voor de Mg2+-ATPase aktiviteit en de 
Na+-K+-ATPase aktiviteit bedragen gemiddeld resp. 1,9 (S.E. 0,05, 
n =  18) en 0,7 (S.E. 0,07, n =  18) uitgedrukt in molen ATP gehy- 
drolyseerd per kg droog gewicht per uur bij 37°.
De relatieve ATPase aktiviteiten, gemeten in de verschillende 
media, zijn weergegeven in tabel 19. De ATPase aktiviteit is in
Tabel 19
RELATIEVE ATPase AKTIVITEITEN VAN CORTEXWEEFSEL VAN 
KALVERBIJNIEREN IN VERSCHILLENDE MEDIA
Medium Relatieve ATPase aktiviteit
»/o
A (volledig) 100
B (geen K+) 84,0 + 5,0
C (geen tSTa+) 80,9 + 3,0
D (10-4 M ouabaine) 73,8 + 1,8
E (geen K+, 10-4 M ouabaine) 74,0 ± 2,1
Gemiddelde van media B, C, D en E 78,2 + 6,2
De ATPase aktiviteit in medium A (totale ATPase aktiviteit) is gelijk 100 
gesteld; de waarden voor de media B, C, D en E (gemiddelden ±  S.E., n =  4) 
geven de resterende ATPase aktiviteit weer na remming van de Na+-K+-ATPase 
aktiviteit.
de media B, C, D en E gemiddeld 22% lager dan in het volledige 
medium A. De remming van de ATPase aktiviteit in het medium 
w aaraan 10-4 M ouabaine was toegevoegd is resp. 10 en 12% 
groter dan in de media zonder kalium en natrium. Omdat niet
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is nagegaan in hoeverre de Mg2+-ATPase aktiviteit wordt beïn­
vloed door kalium en natrium, ligt het voor de hand het verschil 
van de enzym aktiviteiten in de media A en D of E te interpreteren 
als de N a+-K+-ATPase aktiviteit. De aanwezigheid van 10~4 M 
ouabaine in de media D en E garandeert, dat tenminste 95% van 
de N a+-K+-ATPase aktiviteit is geremd (vergelijk fig. 13).
b. Eigenschappen van het N a+-K+-ATPase systeem in cortexweef­
sel van kalverbijnieren
K arakteristiek voor het Na+-K+-ATPase systeem is, dat voor een 
optimale aktivering naast Mg2+-ionen tegelijkertijd Na+- en K+- 
ionen nodig zijn. Bovendien wordt het enzymsysteem geremd door 
ouabaine. De invloed van ieder van deze faktoren afzonderlijk 
op het N a+-K+-ATPase systeem van cortexweefsel van kalver­
bijnieren werd bestudeerd.
De invloed van Mg2+-ionen op de N a+-K+-ATPase aktiviteit 
werd nagegaan door toenemende hoeveelheden MgCk (0 tot 6 
mM) toe te voegen aan de media A (volledig) en E (geen K+, 10-4 
M ouabaine), waarin 2 mM ATP aanwezig was. De Mg2+-ATPase 
aktiviteit werd berekend uit de gemeten ATPase aktiviteit in 
medium E en de Na+-K+-ATPase aktiviteit werd berekend als het 
verschil tussen de aktiviteiten in de media A en E. De resultaten 
zijn weergegeven in fig. 10. Zonder toevoeging van Mg2+-ionen is
N a ^K * -A TP ase aktiviteit M g 2*"-ATPase aktiviteit
(mol P i/ k g - u u r )  (mol P j/ k g - u u r )
Fig. 10. Invloed van de Mg2+-concentratie op de Na+-K+-ATPase en Mg2+- 
ATPase aktiviteiten (in mol Pi afgesplitst per kg droog gewicht per uur bij 
37°) van een homogenaat van cortexweefsel van kalverbijnieren. De enzym­
aktiviteiten werden gemeten in de media A en E, waaraan toenemende hoe­
veelheden MgCk (0-6 mM) waren toegevoegd. Het verschil tussen de media A 
(volledig) en E (geen K+, ÏO-4 M ouabaine) gaf de Na+-K+-ATPase aktiviteit; 
de aktiviteit in medium E gaf de Mg2+-ATPase aktiviteit.
74
er geen N a+-K+-ATPase aktiviteit. De Mg2+-ATPase aktiviteit is 
onder deze omstandigheden ongeveer 25% van de maximale 
aktiviteit. De N a+-K+-ATPase aktiviteit is maximaal bij 2 tot 3 
mM Mg2+, dat wil zeggen bij een Mg2+/ATP-verhouding van onge­
veer lj de Mg2+-ATPase aktiviteit bereikt een plateau bij onge­
veer 3 tot 4 mM Mg2+.
De aktivering van het N a+-K+-ATPase systeem door Na+-ionen 
is weergegeven in fig. 11. De N a+-K+-ATPase aktiviteit werd bere-
Na'-K*-ATPase aktiviteit 
Cmol P j/kg- u u r )
0,75-|
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0 ,2 5 -
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Fig. 11. Invloed van de Na+-concentratie op de Na+-K+-ATPase aktiviteit (in 
mol Pi afgesplitst per kg droog gewicht per uur bij 37°) van een homogenaat 
van cortexweefsel van kalverbijnieren. Het verschil in enzymaktiviteiten 
tussen de media C (geen Na*), waaraan toenemende hoeveelheden NaCl (0-60 
mM) waren toegevoegd en E (geen K+, 10-4 M ouabaine) gaf de Na+-K+-ATPase 
aktiviteit. De K+-concentratie was constant (5 mM).
kend uit het verschil in aktiviteiten in medium E (geen K+( 10'* 
M ouabaine) en in medium C (geen Na+), w aaraan toenemende 
hoeveelheden NaCl (0 tot 60 mM) waren toegevoegd. De kalium­
concentratie werd konstant gehouden (5 mM). De N a+-K+-ATPase 
aktiviteit is maximaal bij ongeveer 30 tot 60 mM N a+. Een half- 
maximale aktivering vindt plaats bij 7 mM Na+.
De invloed van K+-ionen op het Na+-K+-ATPase systeem is 
weergegeven in fig. 12. De N a+-K+-ATPase aktiviteit werd bere­
kend uit het verschil tussen de aktiviteiten in medium E (geen 
K+, 10“4 M ouabaine) en in medium B (geen K+), w aaraan toene­
mende hoeveelheden KC1 (0 tot 35 mM) w aren toegevoegd. De 
natriumconcentratie w erd konstant gehouden (63 mM). Het 
Na+-K+-ATPase systeem wordt maximaal geaktiveerd bij 4 tot 
5 mM K+. Hogere kaliumconcentraties hebben een duidelijk rem­
mende invloed op de aktiviteit. Half-maximale aktivering vindt 
plaats bij 0,8 mM K+.
De remming van de Na+-K+-ATPase aktiviteit door ouabaine 
is weergegeven in fig. 13. De remmingspercentages w erden bere­
kend uit de verschillen in ATPase aktiviteiten in medium E (geen
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Na'1' -  K * -A TP a a e  a k tiv ite it  
(mol P i/k^-uu r )
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Fig. 12. Invloed van de K+-concentratie op de Na+-K+-ATPase aktiviteit (in mol 
Pi afgesplitst per kg droog gewicht per uur bij 37°) van. een homogenaat van 
cortexweefsel van kalverbijnieren. Het venSchil in enzymaktiviteiten tussen 
de media B (geen K+), waaraan toenemende hoeveelheden KC1 (0-35 mM) waren 
toegevoegd en E (geen K+, 10~4 M ouabaine) gaf de Na+-K+-ATPase aktiviteit. 
De Na+-concentratie was constant (63 mM).
Fig. 13. Invloed van ouabaine op de Na+-K+-ATPase aktiviteit van een homo- 
genaat van cortexweefsel van kalverbijnieren. De Na+-K+-ATPase aktiviteit 
werd berekend uit het verschil in enzymaktiviteit tussen de media A (volledig), 
waaraan toenemende hoeveelheden ouabaine (10-9 - 10-3 M) waren toegevoegd  
en E (geen K+, 10-4 M ouabaine). De plso is de negatieve logarithme van de 
molaire ouabaineconcentratie, die een half-maximale remming veroorzaakt.
K+, 10-4 M ouabaine) en in medium A (volledig), w aaraan toene­
mende hoeveelheden ouabaine (10~9 tot 1CT3 M) waren toege­
voegd. Een maximale remming treedt op bij 10-3 M oubaine. De 
negatieve logarithme van de half-maximaal remmende ouabaine­
concentratie (plöo) bedraagt 6,7. Bij 10“8 M ouabaine is de N a+-K+- 
ATPase aktiviteit gemiddeld 8% (S.E. 14,3) gestimuleerd.
relatieve
100 -•--- #--- \
Na+-  K*- ATPase ak tiv ite it
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c. Voorkomen en remming door ouabaine van het Na+-K+-ATPase 
systeem in homogenaten van gehele rattebijnieren
De totale ATPase aktiviteit werd gemeten in medium A (vol­
ledig). Vanwege de relatief geringe gevoeligheid van het Na+-K+- 
ATPase systeem in weefsels van de rat voor ouabaine, werd de 
Mg2+-ATPase aktiviteit gemeten in medium E (geen K+) waarin 
10-3 M ouabaine aanwezig was. De absolute waarden voor de 
Mg2+-ATPase aktiviteit en de N a+-K+-ATPase aktiviteit bedragen 
resp. 2,1 (S.E. 0,07, n =  8) en 0,5 (S.E. 0,08, n =  8) uitgedrukt in 
molen ATP gehydrolyseerd per kg droog gewicht per uur bij 37°. 
De relatieve Na+-K+-ATPase aktiviteit bedraagt 18,7% (S.E. 2,0, 
n =  8) van de totale ATPase aktiviteit.
Fig. 14. Invloed van ouabaine op de Na+-K+-ATPase aktiviteit van een homo­
genaat van rattebijnieren. De Na+-K+-ATPase aktiviteit werd berekend Uit 
het verschil in enzym aktiviteit tussen de media A (volledig), waaraan toene­
mende hoeveelheden ouabaine (10-8 - 10-2 M) waren toegevoegd en E (geen 
K+, 1CT3 M ouabaine). De plso is de negative logarithme van de molaire 
ouabaineconcentratie, die een half-maximale remming veroorzaakt.
In fig. 14 is de remming van de N a+-K+-ATPase aktiviteit door 
ouabaine weergegeven. De remmingspercentages werden bere­
kend uit de verschillen in ATPase aktiviteiten in medium E (geen 
K+, 10“s M ouabaine) en in medium A (volledig), waaraan toe­
nemende hoeveelheden ouabaine (10-8 to t 10“2 M) waren toege­
voegd. Bij 10~2 M ouabaine is de remming volledig. De negatieve 
logarithme van de concentratie die nodig is voor half-maximale 
remming (plso) bedraagt 4,3. Met 10-6 M ouabaine wordt de N a+- 
K+-ATPase aktiviteit 9% (S.E. 2,9) gestimuleerd.
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De in 3.a en 3.b beschreven resultaten tonen aan dat in cortex- 
weefsel van kalverbijnieren een Na+-K+-ATPase systeem voor­
komt, dat in eigenschappen overeenkomt met het N a+-K+-ATPase 
systeem dat voor het eerst door Skou (1957) werd aangetoond in 
zenuwen van de krab en dat nadien door een groot aantal onder­
zoekers werd aangetoond in een grote verscheidenheid van weef­
sels bij vele diersoorten. Voor een optimale aktiviteit van het 
enzymsysteem zijn Mg2+-ionen nodig en bovendien Na+- en K+- 
ionen. De natrium- en kaliumconcentraties die half-maximaal sti­
muleren (resp. 7 en 0,8 mM) komen evenals de half-maximaal rem­
mende ouabaineconcentratie (plso =  6,7) goed overeen met de 
overeenkomstige waarden die w erden gevonden voor zenuwen 
van de krab (Skou, 1957, 1960), de zoutklier van zeevogels (Bon­
ting c.s., 1964 c), de rectaalklier van de doornhaai (Bonting, 1966), 
de cochlea van de cavia en de kip (Kuijpers en Bonting, 1969) en 
de pancreas van de hond en het konijn (Ridderstap en Bonting, 
1969 b). De lage N a+-K+-ATPase aktiviteit bij lage kaliumconcen­
traties is bovendien in overeenstemming met de in hoofdstuk III 
beschreven daling van het intracellulaire kalium van cortexcou­
pes van kalverbijnieren tijdens incubatie in medium met 0,82 mM 
kalium.
De geringe stimulering van het N a+-K+-ATPase systeem bij 
10-8 M ouabaine is in overeenstemming met de bevindingen van 
Bonting c.s. (1964 a) en Vates c.s. (1964) bij hersenweefsel, Palmer 
en Nechay (1964) bij nierweefsel, Kuijpers en Bonting (1969) bij de 
cochlea en Ridderstap en Bonting (1969 b) bij de pancreas. Het 
bifasische effekt van ouabaine op het N a+-K+-ATPase systeem kan 
bovendien de in hoofdstuk IV beschreven effekten van ouabaine 
op de intracellulaire kationenconcentraties van cortexcoupes van 
kalverbijnieren verklaren. Daar werd waargenomen dat 10~8 M 
ouabaine een zeer geringe stijging van het intracellulaire kalium 
veroorzaakt en dat hogere ouabaineconcentraties het intracellu­
laire kalium drastisch verlagen (fig. 8); het half-maximale 
effekt werd bereikt bij ongeveer 10”7 M, hetgeen overeenkomt 
met de plso van 6,7 voor het enzymsysteem. Ook Kahn (1962), 
Palmer en Nechay (1964), Oppelt en Palmer (1966) en Ridderstap 
en Bonting (1969 b) zagen een stimulering van het kationentrans­
port bij zeer lage concentraties hartglycosiden en erythrophleum 
alkaloïden.
Uit de remming van de ATPase aktiviteit van rattebijnieren 
door ouabaine (3.c) blijkt dat ook in bijnieren van de rat een 
N a+-K+-ATPase systeem voorkomt. De geringe gevoeligheid voor 
ouabaine is in overeenstemming met het feit dat ook het aktief 
kationentransport in rattebijnieren relatief ongevoelig is voor 
ouabaine (vergelijk fig. 9). De negatieve logarithm en van de 
ouabaineconcentraties die het enzymsysteem en het kationen-
4. D i s c u s s i e  e n  c o n c l u s i e s
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transport half-maximaai remmen (resp. 4,3 en 4) zijn praktisch 
gelijk. Bakkeren en Bonting (1968) namen w aar dat ook het Na+- 
K+-ATPase systeem van rattelever relatief ongevoelig is voor 
ouabaine.
De absolute w aarden voor de Na+-K+-ATPase aktiviteit in 
cortexweefsel van kalverbijnieren en gehele rattebijnieren komen 
resp. overeen met 0,7 en 0,5 molen ATP gehydrolyseerd per kg 
droog gewicht per uur bij 37°.
De in dit hoofdstuk beschreven resultaten zijn in overeenstem­
ming met de in hoofdstuk IV verkregen aanwijzingen voor een 
belangrijke rol van het N a+-K+-ATPase systeem bij de remming 
van de corticosteroïdproduktie door ouabaine. Zij geven evenwel 
geen informatie of deze rol gelegen is in het reguleren van de 
intracellulaire kationenconcentraties, dan wel in een aan het 
Na+-K+-ATPase kationenpompsysteem gekoppeld transport van 
een andere stof. Hierop zal in de discussie van hoofdstuk VI 
nader worden ingegaan.
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HOOFDSTUK VI
INVLOED VAN DE EXTRACELLULAIRE KALIUMCONCENTRA­
TIE OP HET EFFEKT VAN OUABAINE OP DE CORTICOSTE­
RONPRODUKTIE DOOR CORTEXCOUPES VAN KALVER­
BIJNIEREN
1. I n l e i d i n g
Uit de resultaten van de hoofdstukken III en IV zijn een aantal 
argumenten naar voren gekomen, die er op wijzen, dat ouabaine 
en kalium zich ten aanzien van de corticosteroïdproduktie in vitro 
gedragen als antagonisten. Zowel voor bijnierweefsel van het 
kalf als van de rat geldt, dat ouabaine juist de grootste invloed 
heeft op de produktie van die corticosteroïden, welke door kalium 
het sterkst wordt gestimuleerd. Bovendien geldt het verschil in 
gevoeligheid voor kalium tussen bijnierweefsel van het kalf en 
de rat ook ten aanzien van ouabaine. In dit hoofdstuk zal w eder­
om blijken, dat ouabaine als antagonist van kalium kan worden 
beschouwd.
De resultaten van hoofdstuk IV en hoofdstuk V doen sterk 
vermoeden, dat het N a+-K+-geaktiveerde ATPase systeem nauw 
is betrokken bij het to t stand komen van de remming van de 
corticosteroïdproduktie door ouabaine. Dit is gebaseerd op de 
grote overeenkomst tussen de dosis-werkingscurve van ouabaine 
op de corticosteronproduktie en op het aktief kationentransport 
enerzijds en de goede overeenstemming tussen het effekt van 
ouabaine op het aktief kationentransport en het N a+-K+-ATPase 
systeem anderzijds. In dit hoofdstuk zal echter blijken, dat onder 
bepaalde omstandigheden het effekt van ouabaine op de cortico­
steronproduktie tegengesteld is aan het effekt op het aktief katio­
nentransport.
De experimenten, die in dit hoofdstuk worden beschreven, 
werden uitgevoerd met cortexcoupes van kalverbijnieren. De 
incubatieomstandigheden verschillen van die in hoofdstuk IV, 
doordat het weefsel van te voren werd gepreïncubeerd in ouabai- 
ne-vrij medium en/of doordat het volume van het incubatiemedium 
werd gevarieerd.
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2. R e s u l t a t e n
a. Invloed van preïncubatie op de remming van de corticosteron­
produktie door ouabaine
In paragraaf 3.a van hoofdstuk IV is gebleken, dat ouabaine in 
concentraties van 10~8 M en hoger de corticosteronproduktie door 
cortexcoupes van kalverbijnieren remt. In deze experimenten 
werd het weefsel niet gepreïncubeerd. W ordt het weefsel van 
te voren gepreïncubeerd in ouabaine-vrij medium en vervolgens 
geïncubeerd in aanwezigheid van ouabaine, dan wordt alleen 
bij de hogere ouabaineconcentraties een remming van de cortico­
steronproduktie waargenomen. Bij lage ouabaineconcentraties is 
de corticosteronproduktie onder deze omstandigheden verhoogd 
ten opzichte van de controles. Dit blijkt uit de resultaten van een 
experiment, waarvan de resultaten zijn weergegeven in fig. 15.
Fig. 15. Invloed van ouabaine op de corticosteronproduktie door cortexcoupes 
van kalverbijnieren na preïncubatie in ouabaine-vrij medium. De hier weer­
gegeven resultaten (gemiddelde waarden ± S.E., n =  5) zijn eveneens weer­
gegeven in tabel 2D (experiment 1); voor incubatieomstandigheden wordt 
verwezen naar deze tabel.
Het weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in standaard medium 
(5,9 mM K+) en vervolgens werd 3 uur geïncubeerd in vers 
medium, w aaraan ouabaine was toegevoegd. Onder deze omstan­
digheden heeft 10"8 M ouabaine geen significant effekt op de 
corticosteronproduktie. Bij 10-7 M ouabaine is de produktie signi­
ficant verhoogd met 23'%; hogere concentraties remmen de cor­
ticosteronproduktie, variërend van 26% bij 10~6 M tot 50% bij 
10"4 M. Deze resultaten zijn nog eens samen met die van een tw ee­
tal op identieke wijze uitgevoerde experimenten weergegeven
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Tabel 20
INVLOED VAN OUABAINE OP DE CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 
CORTEXCOUPES VAN KALVERBIJNIEREN NA PREINCUBATIE 
IN OUABAINE-VRIJ MEDIUM
Corticosteron in medium (ug)
Controle Ouabaine (M)
10“8 10"7 10"6 10“5 10~4
Experiment 1*
Effekt
P
t.o.v. controle
3,03 ± 0,14 3,45 ± 0,30 
+  14% 
>0,2
3,74 ± 0,26 
+23%  
<0,05
2,23 ± 0,18 
-26% 
<0,01
1,65 ± 0,09 
-46% 
<0,001
1,51 ± 0,14 
-50% 
<0,001
Experiment 2
Effekt
P
t.o.v. controle
2,12 ± 0,33 3,38 ± 0,17 
+  59% 
<0,01
0,89 ± 0,17 
-58% 
<0,02
Experiment 3
Effekt
P
t.o.v. controle
2,71 ± 0,24 3,41 ± 0,32 
+  68% 
<0,05
1,74 ± 0,18 
-36% 
<0,02
500 m,g weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+). Daarna werd 3 uur geïncubeerd in vers medium, waaraan ouabaine in 
concentraties van 10-8 - 10-4 M was toegevoegd. Als controles dienden incu- 
baten waaraan geen ouabaine was toegevoegd. Na incubatie werd' het corti- 
costerongehalte van de media bepaald. De opgegeven waarden zijn gemiddelden 
± S.E. (n =  5).
* De resultaten van experiment 1 zijn bovendien weergegeven in fig. 15.
in tabel 20. Een stimulering van de corticosteronproduktie door 
10"7 M ouabaine werd ook in de andere twee experimenten (expe­
riment 2 en 3) waargenomen, evenals een remming bij 10~4 M 
ouabaine. De stimulering blijkt in de verschillende experimenten 
echter sterk te variëren (resp. 23, 59 en 68%).
Vervolgens werd het effekt van een aantal ouabaineconcentra- 
ties rond 10-7 M op de corticosteronproduktie bestudeerd (tabel 
21). Ook in dit experiment heeft 10-8 M ouabaine geen significant 
effekt op de corticosteronproduktie. N aast 10~7 M hebben ook
5 x  10'8 en 5 x 10"7 M ouabaine een significante verhoging van 
de corticosteronproduktie tot gevolg. De grootste stimulering 
treedt op bij 10-7 M.
In hoofdstuk IV is gebleken, dat de remming van de cortico­
steronproduktie door ouabaine samen gaat met een remming 
van het aktief kationentransport. Hier blijkt echter dat de stimu­
lering van de corticosteronproduktie samen gaat m et een remming 
van het aktief kationentransport. Een eerste aanwijzing hiervoor 
is de significante stijging van de kaliumconcentratie van de 
media, w aaraan ouabaine is toegevoegd (zie tabel 21). Een direkt
Tabel 21
STIMULERING VAN DE CORTICOSTERONPRODUKTIE IN INCUBATEN VAN 
CORTEXCOUPES VAN KALVERBIJNIEREN DOOR LAGE OUABAINE- 
CONCENTRATIES NA PREÏNCUBATIE IN OUABAINE-VRIJ MEDIUM
Ouabaine-
concentratie
M
K+-conc. in medium 
(na incubatie)
mM
Corticosteron in medium
U9 Effekt t.o.v. controle 
%> P
0 6,30 ±  0,06* 2,33 ± 0,26
io-8 6,49 ± 0,03 2,18 ± 0,12 -6 >0,6
5x10'8 6,91 ± 0,07 3,49 ± 0,18 +50 <0,01
10“7 7,02 ± 0,07 4,20 ± 0,26 +  80 <0,001
5x10“7 8,92 ± 0,11 3,49 ± 0,11 +  50 <0,01
Voor incubatieomstandigheden: zie tabel 20. Na incubatie werd van de media 
de K+-concentratie en het corticosterongehalte gemeten. De opgegeven waar­
den zijn gemiddelden ±  S.E. (n = 5 ) .
* Significant lager dan de waarden in media met ouabaine.
bewijs volgt u it de resultaten van een experiment, waarin onder 
identieke omstandigheden de invloed van ouabaine op de intra­
cellulaire kalium- en natriumconcentraties werd bestudeerd 
(fig. 16). Bij de controles bedragen de intracellulaire kalium- en 
natrium concentratie resp. 102 ± 9,9 en 116 ±  6,6 meq per kg
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intracellulaire vloeistof. Bij 10-8 M ouabaine is er geen m eetbaar 
effekt op de intracellulaire kationen. Hogere ouabaineconcen- 
traties veroorzaken een duidelijke efflux van kalium en influx 
van natrium. Een maximaal effekt treedt op bij 10“6 M en hoger; 
het intracellulaire kalium daalt bij deze ouabaineconcentraties tot 
20 meq en het intracellulaire natrium stijgt tot ongeveer 175 meq 
per kg intracellulaire vloeistof. Bij ongeveer 10-7 M ouabaine is 
het aktief kationentransport half-maximaal geremd.
Terwijl preïncubatie een opvallende wijziging teweeg brengt 
in het effekt van ouabaine op de corticosteronproduktie blijkt 
het effekt op het aktief kationentransport niet te worden beïn­
vloed door preïncubatie. Dit laatste blijkt uit een vergelijking 
van fig. 16 met fig. 8 (hoofdstuk IV, paragraaf 3.d).
Het wel of niet preïncuberen van het weefsel heeft een grote 
invloed op de kaliumconcentratie van het medium tijdens de 
incubatieperiode. Met preïncubatie bedraagt de kaliumconcen­
tratie van het controle medium 6,3 mM, welke concentratie bij
Fig. 16. Invloed van ouabaine op de intracellulaire kalium- en natriumcon- 
centratie van cortexcoupes van kalverbijnieren na preïncubatie in ouabaine- 
vrij medium. Voor incubatieomstandigheden zie tabel 20. Naast de intracellu­
laire K+- en Na+-iconcentraties (gemiddelde waarden ± S.E., n. =  5) zijn boven­
dien de K+- en Na+-concentraties van de media aan het eind van de incubatie 
weergegeven. Waar niet aangegeven vallen de standaardfouten binnen de 
symbolen.
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Tabel 22
INVLOED V AN  KALIUM OP DE STIMULERING V A N  DE CORTICOSTERON­
PRODUKTIE DOOR 10“7 M OUABAINE IN INCUBATEN V AN  CORTEX­
COUPES V AN  KALVERBIJNIEREN
K+-■conc. in medium (mM) Corticosteron in medium
Voor incubatie Na : 
Controle
incubatie
Ouabaine
Controle
lü9
Ouabaine
ug
Effekt
»/o
t.o.v. controle 
P
Experiment 1 5,9 6,33 ± 0,07 7,02 ± 0,09* 2,07 ± 0,24 3,07 ± 0,32 +  48 <0,05
7,0 7,49 ± 0,02 8,22 ± 0,07* 4,08 ± 0,17 4,82 ± 0,41 +  18 >0,1
8,0 8,40 ± 0,09 9,05 ± 0,04* 4,79 ± 0,41 4,33 ±  0,21 -9 >0,3
Experiment 2 10,0 — — 6,46 ± 0,35 4,83 ± 0,43 -25 <0,02
500 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+). Daarna werd 2 uur geïncubeerd in medium met de aangegeven K+-con- 
centraties; controles werden vergeleken met incubaten, waarin 10-7 M ouabaine 
aanwezig was. Na incubatie werd van de media de K+-concentratie en het 
corticosterongehalte gemeten. De opgegeven waarden zijn gemiddelden + S.E. 
(n =  5).
* Significant hoger dan de controlewaarde.
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10“7 M ouabaine stijgt tot 7,0 mM (zie tabel 21). In hoofdstuk IV 
werd waargenomen, dat zonder preïncubatie de kaliumconcen­
tratie van het controle medium 7,6 mM bedraagt en bij 10-7 M 
ouabaine stijgt tot 10,6 mM. Deze verschillen in kaliumconcentra- 
ties zijn er de oorzaak van, dat 10-7 M ouabaine de corticosteron­
produktie na preïncubatie stimuleert en zonder preïncubatie remt. 
Dit blijkt uit een tw eetal experimenten, w aarvan de resultaten 
in tabel 22 zijn weergegeven. Deze resultaten tonen aan, dat het 
effekt van 10“7 M ouabaine op de corticosteronproduktie geheel 
gewijzigd kan worden door de kaliumconcentratie van het medium, 
door toevoeging van KC1, te verhogen van 5,9 tot 10 mM. In 
het medium met 5,9 mM kalium is de corticosteronproduktie 
significant verhoogd met 48°/o door toevoeging van 10“7 M ouabai­
ne; in de media met 7 en 8 mM kalium is er geen significant effekt 
en in het medium met 10 mM is de corticosteronproduktie door 
toevoeging van 10~7 M significant geremd met 25%. Bij een 
nadere beschouwing van deze resultaten blijkt, dat de cortico­
steronproduktie bij de controles sterker wordt gestimuleerd door 
verhoging van de kaliumconcentratie dan bij de incubaten, w aar­
in 10-7 M ouabaine aanwezig is. Dit verschil in stimulering neemt 
toe naarm ate de kaliumconcentratie hoger is. Dit is de reden, 
waarom de stimulering van de corticosteronproduktie door 10-7 
M ouabaine in medium met 5,9 mM kalium overgaat in een rem­
ming bij hogere kaliumconcentraties.
De stimulering van de corticosteronproduktie door 10-7 M 
ouabaine in medium met 5,9 mM kalium moet worden toegeschre­
ven aan de verhoging van de extracellulaire kaliumconcentratie 
van 6,33 tot 7,02 (zie tabel 22), ten gevolge van een kaliumlek 
uit de cellen. Deze conclusie is gebaseerd op het feit, dat ondanks 
de aanwezigheid van 10~7 M ouabaine een verhoging van de 
kalium concentratie van 7,02 tot 8,22 mM (gemeten na incubatie) 
door toevoeging van KC1 nog kan resulteren in een significante 
stijging van de corticosteronproduktie van 57%, namelijk van 
3,07 tot 4,82 [xg (zie tabel 22). Hiermee is bovendien in overeen­
stemming dat, zoals in de volgende paragraaf zal blijken, de 
stimulering van de corticosteronproduktie door 10-7 M ouabaine 
niet optreedt w anneer een verhoging van de medium kalium­
concentratie, als gevolg van uit de cellen lekkend kalium, wordt 
verhinderd door vergroting van het incubatievolume.
Uit fig. 17 blijkt, dat de remming van de corticosteronproduktie 
door 10-7 en 10-5 M ouabaine na verschillende incubatietijden 
in medium met 10 mM kalium kwalitatief geheel overeenkomt 
met de remming die werd waargenomen zonder toepassing van 
een preïncubatieperiode (vergelijk fig. 6, hoofdstuk IV, para­
graaf 3.a).
b. Invloed van het incubatievolume op het effekt van ouabaine
op de corticosteronproduktie
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Fig. 17. Invloed van ouabaine na verschillende incubatietijden op de cortico­
steronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren na preïncubatie in 
ouabaine-vrij medium. 500 mg cortexweefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 
4 ml standaard medium (5,9 mM K+). Vervolgens werd geïncubeerd in medium 
met 10 mM K+. In het ene experiment (dunne lijnen) werden controles verge­
leken met incubaten, waarin 10"7 M ouabaine aanwezig was en in het andere 
(dikke lijnen) werden controles vergeleken met incubaten, bevattende 10~“ 
M ouabaine. In de figuur zijn gemiddelde waarden ± S.E. (n =  5) weergegeven.
Invloed op het stimulerende effekt van ouabaine:
In paragraaf 2.a is gebleken, dat het effekt van ouabaine op 
de corticosteronproduktie door cortexweefsel van kalverbijnieren 
zeer afhankelijk is van de extracellulaire kaliumconcentratie. 
Verhoging van de kaliumconcentratie doet in controles de corti­
costeronproduktie sterker stijgen dan in incubaten, waaraan 
ouabaine is toegevoegd. Als gevolg hiervan gaat het stimulerende 
effekt van 10-7 M ouabaine in standaard medium na toevoeging 
van KC1 over in een remming ten opzichte van de bijbehorende 
controles.
De stimulering van de corticosteronproduktie door 10-7 M 
ouabaine bij incubatie in medium met 5,9 mM kalium werd toe­
geschreven aan de stijging van de kaliumconcentratie die op­
treedt, doordat het aktief kationentransport bij deze ouabaine- 
concentratie half-maximaal is geremd. Hierdoor stijgt de medium 
kaliumconcentratie tot een waarde, die stimulerend w erkt op de 
corticosteronproduktie. Uit tabel 23 blijkt, dat deze stijging van 
de kaliumconcentratie van het medium grotendeels kan worden 
tegengegaan door te incuberen in een groter volume medium. 
Bij incubatie in 16 ml medium bedraagt de stijging nog slechts
0,24 mM ten opzichte van het controle medium. Een stimulering 
van de corticosteronproduktie door ouabaine blijft onder deze 
omstandigheden geheel achterwege. Dit is eveneens het geval bij
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Tabel 23
INVLOED V AN  HET INCUBATIEVOLUME OP DE STIMULERING V AN  DE
CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR 1CT7 M OUABAINE IN
INCUBATEN V AN  CORTEXCOUPES V AN  KALVERBIJNIEREN
Hoeveelheid K+-conc. in medium Corticosteron in medium
incubatiemedium (na incubatie)
ml Controle Ouabaine Controle Ouabaine Effekt t.o.v. controle
mM mM U9 ug Vo P
4 6,18 ± 0,04 7,06 ± 0,04* 2,92 ± 0,36 3,94 ±  0,15 +  35 <0,05
10 5,82 ± 0,04 6,19 ± 0,01* 4,26 ±  0,31 4,60 ±  0,27 +  8 >0,4
16 5,79 ±  0,03 6,03 ± 0,04* 5,52 ±  0,49 5,75 ± 0,43 + 4 >0,7
500 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+). Daarna werd 2 uur geïncubeerd in resp. 4, 10 en 16 ml medium; controles 
werden vergeleken met incubaten, waarin 10~7 M ouabaine aanwezig was. 
Na incubatie werd van de media de K+-concentratie en het corticosterongehalte 
gemeten. De opgegeven waarden zijn gemiddelden ±  S.E. (n =  5).
* Significant hoger dan controlewaarde.
incubatie in 10 ml medium, waar de kaliumconcentratie stijgt met
0,37 mM, Bij incubatie in de gebruikelijke hoeveelheid medium 
van 4 ml is de corticosteronproduktie bij 10-7 M ouabaine signifi­
cant verhoogd met 35%; de stijging van de kaliumconcentratie 
bedraagt hier 0,88 mM.
Een opmerkelijk fenomeen in dit experiment is, dat de corti­
costeronproduktie door de controles toeneemt bij grotere hoe­
veelheden incubatiemedium, ondanks het feit, dat de kalium­
concentratie daarbij daalt. Black c.s. (1961) en Lucis c.s. (1965) 
hebben gewezen op een remming van de corticosteroïdproduktie 
uit endogene precursors, zowel in vivo als in vitro, door toevoe­
ging van glucocorticoïden. Een dergelijke negatieve terugkoppe­
ling zou ook in ons in vitro systeem kunnen optreden en daarmee 
kunnen verklaren, dat de corticosteronproduktie in een kleine 
hoeveelheid medium enigszins wordt geremd door de relatief 
hoge concentratie van corticosteron en/of andere corticosteroïden 
in het medium.
Invloed op het remmende effekt van ouabaine:
Niet alleen de verhoging van de corticosteronproduktie door 
1(T7 M ouabaine kan worden beïnvloed door het incubatievolume 
te variëren, maar ook de remming door hogere ouabaineconcen- 
traties wordt sterk beïnvloed door de hoeveelheid medium, w aar­
in het weefsel wordt geïncubeerd. Dit blijkt uit tabel 24, waarin 
de resultaten van een drietal experimenten zijn weergegeven, 
die met dit doel werden uitgevoerd. Deze experimenten verschil­
len onderling, doordat de kaliumconcentratie werd gevarieerd 
door minder KC1 dan gebruikelijk toe te voegen. Bovendien werd 
in de eerste twee experim enten 10~6 M en in het laatste experi­
ment 10-4 M ouabaine gebruikt. De experimenten w erden zonder 
preïncubatie uitgevoerd en zijn op dit punt vergelijkbaar met die 
van hoofdstuk IV.
In experiment 1 remt 10-6 M ouabaine bij gebruik van 4 ml 
medium met 5,9 mM kalium de corticosteronproduktie met 45% 
ten opzichte van de controle. Bij incubatie in 16 en 32 ml medium 
neemt de remming door ouabaine af tot resp. 38 en 21%.
In experiment 2, waarin medium met 5 mM kalium werd ge­
bruikt, daalt de remming van de corticosteronproduktie door 10-6 
M ouabaine nog sterker bij gebruik van grotere hoeveelheden 
incubatiemedium. Hier treedt alleen bij 4 ml medium een signifi­
cante remming op (45%); bij 16 ml is de remming niet significant, 
terwijl bij 32 ml het effekt geheel achterwege blijft.
In experiment 3 werd medium met 4,8 mM kalium gebruikt. 
H ier blijkt, dat ook de remming van de corticosteronproduktie 
door 10-4 M ouabaine geheel verdwijnt door het incubatievolume 
te vergroten tot 32 ml.
De resultaten van tabel 24 zijn in een opzicht afwijkend van
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CDO Tabel 24
INVLOED V AN  HET INCUBATIEVOLUME OP DE REMMING V A N  DE
CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR OUABAINE IN INCUBATEN VAN
CORTEXCOUPES V AN  KALVERBIJNIEREN
Hoeveelh.
medium
ml
Ouabaine-
conc.
M
K+-conc. in medium (mM) Corticosteron in medium
Voor inc. Na
Controle
inc.
Ouabaine
Controle
u£T
Ouabaine
U9
Effekt
«/o
t.o.v. controle 
P
Experiment 1 4 ÏO-6 5,9 7,07 ± 0,06 9,33 ± 0,11* 6,47 ± 0,51 3,54 ± 0,23 -45 <0,001
16 6,28 ± 0,06 6,70 ± 0,02* 6,52 ± 0,36 4,05 ± 0,13 -38 <0,001
32 6,06 ± 0,02 6,06 ± 0,04 6,28 ± 0,18 4,97 ± 0,26 -21 <0,01
Experiment 2 4 ÏO-6 5,0 7,17 ± 0,13 9,41 ± 0,08* 5,64 ± 0,46 3,09 ± 0,34 -45 <0,01
16 5,62 ± 0,04 6,14 ± 0,03* 4,92 ± 0,28 4,16 ± 0,41 -15 >0,1
32 5,25 ± 0,02 5,47 ± 0,01* 5,18 ± 0,38 5,61 ± 0,48 + 8 >0,4
Experiment 3 4 10“4 4,8 6,83 ± 0,03 9,07 ± 0,05* 6,46 ± 0,55 3,03 ± 0,53 -53 <0,01
16 5,33 ± 0,00 5,88 ± 0,00* 6,84 ±  0,27 5,61 ± 0,27 -18 <0,02
32 5,11 ± 0,00 5,33 ± 0,01* 6,29 ± 0,15 5,82 ± 0,34 -8 >0,2
500 mg weefsel werd zonder preïncubatie 2 uur geïncubeerd in de aangegeven 
hoeveelheden medium met de eveneens aangegeven K+-concentraties. Con­
troles werden vergeleken met incubaten, waaraan ouabaine wasi toegevoegd. 
(10-8 M in experiment 1 en 2, 10-4 M in experiment 3). Na incubatie werd van 
de media de K+-concentratie en het corticosterongehalte gemeten. De opgegeven 
waarden zijn gemiddelden ± S.E. (n =  5).
* Significant hoger dan controlewaarde.
Tabel 25
INVLOED VAN KALIUM OP HET EFFEKT VAN OUABAINE OP DE 
CORTICOSTERONPRODUKTIE DOOR CORTEXCOUPES VAN KAL­
VERBIJNIEREN BIJ GEBRUIK VAN GROOT INCUBATIEVOLUME
K+-conc. in medium (mM) Corticosteron in medium
Voor incubatie Na incubatie Controle Ouabaine Effekt t.o.v. controle
Controle Ouabaine ug U9 °/o P
5,9 5,90 ± 0,05 6,67 ± 0,08* 4,97 ± 0,70 4,38 ± 0,31 -12 >0,4
10,0 9,51 ± 0,05 10,26 ± 0,03* 10,96 ± 0,55 4,92 ± 0,27 -55 <0,001
500 mg weefsel werd 1 uur gepreïncubeerd in 4 ml standaard medium (5,9 mM 
K+). Daarna werd 2 uur geïncubeerd in 16 ml medium met de aangegeven 
K+-concentraties; controles werden vergeleken met incubaten, waarin 10-5 M 
ouabaine aanwezig was. Na incubatie werd van de media de K+-concentratie 
en het corticosterongehalte gemeten. De opgegeven waarden zijn gemiddelden 
+ S.E. (n =  5).
* Significant hoger dan controlewaarde.
die in tabel 23. Uit tabel 24 blijkt namelijk dat de corticosteron­
produktie door de controles niet verandert bij vergroting van het 
incubatievolume. N aar alle waarschijnlijkheid speelt hierbij een 
rol, dat twee effekten elkaar tegenwerken, namelijk een stimu­
lering door vergroting van het incubatievolume en een remming 
als gevolg van de hiermee gepaard gaande verminderde toename 
van de medium kaliumconcentratie. Deze vermindering bedraagt 
in de experimenten van tabel 24 1 tot 2 mM en in het experiment 
van tabel 23 slechts 0,4 mM.
Uit de in tabel 25 weergegeven resultaten blijkt, dat bij incu­
batie in 16 ml medium met 5,9 mM kalium 10-5 M ouabaine niet 
in staat is de corticosteronproduktie te remmen. Eerder is ge­
bleken (zie tabel 20), dat 10“5 M ouabaine bij incubatie in 4 ml 
medium, onder overigens dezelfde omstandigheden, de cortico­
steronproduktie wel significant remt (46°/o). De kaliumconcen­
tratie van het controle medium na incubatie was hier echter 
hoger dan 5,9 mM, zoals kan worden afgeleid uit tabel 21 en 22. 
De resultaten van tabel 25 tonen aan, dat verhoging van de 
kaliumconcentratie van 5,9 tot 10 mM bij de controles resulteert 
in een stimulering van de corticosteronproduktie van 120% (van 
4,97 naar 10,96 ^g). In aanwezigheid van 10~5 M ouabaine blijft 
deze stimulering door kalium echter geheel achterwege. Vandaar 
dat in het medium met 10 mM kalium een remming van de corti­
costeronproduktie door 10~5 M ouabaine van 55% wordt w aar­
genomen.
3. D i s c u s s i e  e n  c o n c l u s i e s
Uit de in hoofdstuk III beschreven resultaten is gebleken, dat 
de corticosteronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren 
sterk wordt gestimuleerd door kalium. In hoofdstuk IV werd 
waargenomen, dat de corticosteronproduktie kan worden geremd 
door lage concentraties ouabaine. Er w erden aanwijzingen ver­
kregen, dat kalium en ouabaine zich ten aanzien van de corti- 
costeroïdproduktie gedragen als antagonisten (zie discussie 
hoofdstuk IV).
Bij de experimenten, waarin het remmende effekt van ouabaine 
op de corticosteronproduktie werd waargenomen, was de kalium­
concentratie van de controle media ongeveer 7,5 mM. Reeds eer­
der werd opgemerkt dat de corticosteronproduktie bij deze 
kaliumconcentratie sterk was gestimuleerd. In tabel 25 van dit 
hoofdstuk wordt aangetoond, dat bij een kaliumconcentratie van 
5,9 mM de corticosteronproduktie niet wordt geremd door 10-5 
M ouabaine; bij deze kaliumconcentratie is de corticosteronpro­
duktie nauwelijks gestimuleerd door K+-ionen (vergelijk fig. 1, 
hoofdstuk III). W ordt door toevoeging van KC1 de kaliumcon­
centratie in het medium verhoogd tot 10 mM, dan wordt bij dezelf­
de ouabaineconcentratie een remming van de corticosteronpro-
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duktie van 55°/o ten opzichte van de controle waargenomen. Deze 
remming is een gevolg van het feit, dat verhoging van de kalium­
concentratie bij de controles wel en bij de incubaten met 10-5 
M ouabaine niet resulteert in een stimulering van de corticoste­
ronproduktie. Dit betekent, dat ouabaine alleen de door kalium ge­
stimuleerde corticosteronproduktie remt, en in deze zin ouabaine 
dus inderdaad als antagonist van kalium is te beschouwen. De 
resultaten van tabel 24 zijn geheel in overeenstemming met 
deze bevindingen. Bij vergroting van het incubatievolume daalt 
de toename van de kaliumconcentratie in de controle media, met 
als gevolg, dat de corticosteronproduktie minder door kalium is 
gestimuleerd. Hiermee gaat gepaard een vermindering van het 
remmende effekt van 1(T6 en 10“4 M ouabaine.
Een aantal in dit hoofdstuk weergegeven resultaten zijn ogen­
schijnlijk niet in overeenstemming met de opvatting van een 
antagonisme tussen kalium en ouabaine. Uit fig. 15 en de tabellen 
20 en 21 volgt, dat ouabaine in een concentratie van 10-7 M onder 
bepaalde omstandigheden in staat is de corticosteronproduktie 
te stimuleren, in plaats van te remmen. Deze stimulering is echter 
geen direkt effekt van het ouabaine als zodanig, maar een gevolg 
van de verhoging van de kaliumconcentratie van het medium, 
welke op zijn beurt w eer voortvloeit uit de door het ouabaine 
veroorzaakte kaliumlek uit het weefsel. W ordt namelijk door ver­
groting van het incubatievolume deze stijging van de medium 
kaliumconcentratie gereduceerd, dan blijft de stimulering van de 
corticosteronproduktie geheel achterwege (tabel 23). Tabel 22 
laat zien, dat verhoging van de eindconcentratie van het kalium 
van 7,02 tot 8,22 mM de corticosteronproduktie kan stimuleren, 
ondanks de aanwezigheid van 10“7 M ouabaine. H ieruit volgt, dat 
het stimulerende effekt van ouabaine inderdaad tot stand kan 
komen door de verhoogde kaliumconcentratie.
Overigens blijkt uit deze resultaten nog eens zeer duidelijk, dat 
bij de stimulering van de corticosteronproduktie door kalium niet 
intracellulaire maar extracellulaire K+-ionen zijn betrokken. Te­
vens blijkt hieruit, dat de effekten van kalium en ouabaine op de 
corticosteronproduktie naast elkaar en tegen elkaar werken.
In hoofdstuk IV is gebleken, dat de remming van de corticoste­
ronproduktie door ouabaine in incubaten met cortexcoupes van 
kalverbijnieren nauw samengaat met de remming van het aktief 
kationentransport. De dosis-werkingscurve komt voor beide zeer 
sterk overeen. In hoofdstuk V is bovendien gebleken, dat het 
N a+-K+-geaktiveerde ATPase in homogenaten van cortexweefsel 
van kalverbijnieren half-maximaal wordt geremd bij een ouabai- 
neconcentratie (ongeveer 10~7 M), die ook het aktief kationen­
transport en de corticosteronproduktie half-maximaal remt. Deze 
en andere argumenten (zie discussie hoofdstuk IV) vormen een 
aanwijzing, dat het Na+-K+-ATPase nauw is betrokken bij de rem ­
ming van de corticosteronproduktie door ouabaine.
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Voor een nadere analyse van de rol, die het N a+-K+-ATPase 
kationenpompsysteem speelt bij de remming van de corticoste­
roïdproduktie door ouabaine, evenals bij de stimulering door 
kalium, dienen de conclusies, die uit de resultaten van de ver­
schillende hoofdstukken werden getrokken met elkaar vergeleken 
en gekombineerd te worden. Deze conclusies zijn:
a. Kalium is een sterke stimulus voor de corticosteroïdproduk- 
tie door cortexcoupes van kalverbijnieren; dit geldt in het bijzon­
der voor het corticosteron en in mindere mate voor aldosteron. 
De corticosteronproduktie door gekwarteerde rattebijnieren 
wordt nauwelijks beïnvloed door kalium.
De sigmoïde dosis-werkingscurve van de stimulering door 
kalium van de corticosteronproduktie bij cortexcoupes van kal- 
verbijnieren is zeer karakteristiek (fig. 1, hoofdstuk III). Kalium- 
concentraties tot ongeveer 6 mM hebben slechts een zeer gering 
effekt, maar tussen 6 en ongeveer 10 mM stijgt de corticosteron­
produktie met 240°/o. In dit trajekt hebben verhogingen met 0,5 
mM reeds een duidelijk effekt. Bij concentraties hoger dan 10 mM 
neemt de stimulering geleidelijk af.
b. Voor de stimulering van de corticosteronproduktie is de 
aanwezigheid van een intacte celmembraan een noodzakelijke 
voorwaarde; de corticosteronproduktie door homogenaten wordt 
niet beïnvloed door kalium (hoofdstuk III). Deze voorwaarde 
suggereeert, dat een transportproces of veranderingen in de per­
meabiliteit van de celmembraan een rol spelen bij dit effekt van 
kalium. Daar ouabaine voorzover bekend nergens de membraan- 
permeabiliteit beïnvloedt, is de tweede mogelijkheid onwaar­
schijnlijk.
c. Het effekt van kalium op de corticosteroïdproduktie komt 
tot stand via extracellulaire K+-ionen; de intracellulaire kationen- 
concentraties spelen hierbij geen belangrijke rol. Dit blijkt uit het 
feit, dat de stimulering van de corticosteronproduktie door ver­
hoging van de medium kaliumconcentratie van 5,9 to t 10 mM 
niet gepaard gaat met veranderingen in de intracellulaire katio- 
nenconcentraties (tabel 7 en fig. 3, hoofdstuk III). Het is boven­
dien nauwelijks denkbaar, dat veranderingen in de extracellulaire 
kaliumconcentratie van 0,5 mM, die binnen het tra jek t van 6 tot
10 mM de corticosteronproduktie duidelijk stimuleren, de in tra­
cellulaire kaliumconcentratie merkbaar kunnen beïnvloeden. 
Voorts werd bij kunstmatige verlaging van de intracellulaire 
kaliumconcentratie geen effekt op de corticosteronproduktie 
waargenomen (tabel 11, hoofdstuk III).
d. Ouabaine remt de door kalium gestimuleerde corticosteroïd­
produktie; de basale produktie bij concentraties lager dan onge­
veer 6 mM wordt niet geremd door ouabaine (hoofdstuk IV en VI). 
Er is een saillante overeenstemming tussen de stimulering van de 
corticosteroïdproduktie door kalium en de remming door ouabai­
ne. Dit volgt uit de waarneming, dat bij cortexweefsel van kalver-
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bijnieren vooral de corticosteronproduktie en bij rattebijnieren 
alleen de aldosteronproduktie wordt geremd door ouabaine 
(hoofdstuk IV). Bovendien geldt het verschil in gevoeligheid voor 
het stimulerende effekt van kalium tussen cortexcoupes van 
kalverbijnieren enerzijds en gekwarteerde rattebijnieren ander­
zijds ook ten aan zien van de remming door ouabaine (hoofdstuk
III en IV).
e. Ouabaine remt de synthese van corticosteron en niet de 
secretie; voor deze remming is, zoals blijkt uit experimenten met 
mitochondriën en homogenaten, de aanwezigheid van een intacte 
celmembraan een noodzakelijke voorwaarde (hoofdstuk IV).
f. Er is een kwantitatieve overeenstemming tussen de remming 
van de door kalium gestimuleerde corticosteronproduktie en de 
remming van het Na+-K+-ATPase kationenpompsysteem door 
ouabaine (hoofdstuk IV en V). Hieruit volgt, dat bij de remming 
van de corticosteronproduktie door ouabaine naar alle w aar­
schijnlijkheid het aktief kationentransport is betrokken.
g. Voor de rol van de kationenpomp bij het effekt van ouabaine 
op de corticosteroïdproduktie bestaan twee mogelijkheden:
1. de intracellulaire kationenconcentraties zijn verantwoor­
delijk voor het effekt.
2. het functioneren van de kationenpomp als zodanig ver­
oorzaakt het effekt (Kromphardt c.s., 1963).
Onder c is reeds aangetoond, dat de intracellulaire kationen­
concentraties geen invloed kunnen hebben op de corticosteron­
produktie. Hieruit moeten we concluderen, dat het functioneren 
van de kationenpomp is betrokken bij de remming van de corti­
costeroïdproduktie door ouabaine.
h. De effekten van kalium en ouabaine op de corticosteron­
produktie werken, zoals reeds eerder in deze discussie werd 
geconcludeerd, naast elkaar en tegen elkaar.
i. N aar aanleiding van bovengenoemde conclusies komen we 
tot de hypothese, dat de invloed van ouabaine op de corticoste­
roïdproduktie tot stand komt via een aan de kationenpomp ge­
koppeld transport van een voor deze produktie essentiële meta- 
boliet. Deze hypothese is voornamelijk gebaseerd op het feit, 
dat de rol van het Na+-K+-ATPase systeem bij de corticosteroïd­
produktie niet gelegen kan zijn in het transport van kationen; 
intracellulaire kationenconcentraties blijken immers geen belang­
rijke rol te spelen. Een ander argument is dat ouabaine alleen 
de door kalium gestimuleerde corticosteroïdproduktie remt, ter­
wijl deze stimulering optreedt bij kaliumconcentraties, waarbij 
het kationentransport en het enzymsysteem reeds maximaal zijn 
geaktiveerd door kalium. Het ligt daarom voor de hand te denken 
aan een aan de kationenpomp gekoppeld transport van een essen­
tiële metaboliet. Een dergelijk aan de kationenpomp gekoppeld 
transport van stoffen, waaronder aminozuren, glucose en jodium is, 
waargenomen in de ooglens (Kern c.s., 1962; Kinsey en Reddy,
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1965), nier (Burg en Orloff, 1962), schildklier (Wolff en Halmr 
1963), darm (Csaky, 1963), hersenen (Yoshida en Kaniike, 1963) 
en cellen van Ehrlich ascites tumoren (Kromphardt c.s., 1963). 
Kromphardt c.s. (1963) hebben aangetoond, dat dit transport 
afhankelijk is van het functioneren van de kationenpomp en niet 
van een hoge intracellulaire kaliumconcentratie als zodanig.
Het feit, dat ouabaine alleen de door kalium gestimuleerde 
corticosteroïdproduktie remt, geeft aanleiding tot het vermoeden, 
dat de stimulering van de corticosteroïdproduktie berust op een 
stimulering van extracellulaire K+-ionen op dit gekoppelde trans­
port.
Over de identiteit van bovenbedoelde metaboliet tasten we 
geheel in het duister. De mogelijkheid kan niet worden uitgeslo­
ten dat het een steroïdprecursor is, die eenmaal afgegeven aan het 
medium weer opnieuw door de cellen wordt opgenomen om ver­
der omgezet te worden. Dat er een transport van precursors van 
het medium naar het weefsel mogelijk is blijkt uit het feit, dat 
het corticosterongehalte van het medium in de eerste periode 
van de incubatie stijgt en vervolgens w eer daalt, vooral in aan­
wezigheid van ouabaine (fig. 6, hoofdstuk IV en fig. 17, hoofdstuk 
VI). '
Het feit, dat het effekt van kalium op de corticosteroïdpro­
duktie in vivo eveneens tot stand komt door slechts kleine ver­
anderingen in de plasma kaliumconcentratie en wel in een trajekt, 
waarin veranderingen in het intracellulaire kalium zeer onwaar­
schijnlijk zijn (Funder c.s., 1969), evenals het feit, dat bij deze 
plasma kaliumconcentraties het Na+-K+-ATPase kationenpomp- 
systeem maximaal geaktiveerd moet worden geacht, doet rede­
lijkerwijs vermoeden, dat ook in vivo de stimulering van de 
corticosteroïdproduktie door kalium tot stand komt via een aan 
de kationenpomp gekoppeld transport naar binnen van een essen­
tiële metaboliet. Hoewel perfusieproeven aantonen, dat bijnier- 
cellen exogene precursors kunnen opnemen en omzetten (Blair- 
W est c.s., 1970) is het zeer de vraag, of het hier inderdaad gaat 
om een gekoppeld transport van steroïdprecursors. Uit. het werk 
van M üller (Müller en Ziegler, 1968; Müller, 1966, 1968 en 
Müller en Huber, 1969) komen aanwijzingen naar voren, dat 
kalium aangrijpt in een vroege stap van de biosynthese van cor- 
ticosteroïden en wel in de omzetting van cholesterol naar 
pregnenolon. Bovendien zou deze invloed selectief in de zona 
glomerulosa plaatsvinden. In de zona glomerulosa komen alle 
enzymsystemen voor die nodig zijn voor de synthese van aldo­
steron. Het is daarom niet waarschijnlijk, dat deze precursors voor 
corticosteron en aldosteron, w anneer zij eenmaal de keten van 
hydroxyleringsenzymen bezetten, nog zullen migreren naar 
andere glomerulosacellen, alvorens het eindprodukt is gevormd. 
Bovendien stimuleert kalium bij de rat specifiek de aldosteron- 
produktie, terwijl de corticosteronproduktie niet wordt beïnvloed.
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In hoofdstuk III is gebleken, dat dit zowel in vivo als in vitro 
het geval is. H et corticosteron wordt echter zowel in de zona 
glomerulosa als de zon$ fasciculata gevormd. W anneer een trans­
port van tussenprodukten van de ene cortexlaag naar de andere 
een normaal optredend fenomeen zou zijn, dan zou kalium, dat 
immers de produktie van precursors voor beide corticosteroïden 
stimuleert, ook de corticosteronproduktie moeten stimuleren.
Het ligt daarom eerder voor de hand dat het effekt van kalium 
berust op een aan de kationenpomp gekoppeld transport naar 
binnen van een essentiële metaboliet of aktivator van de bij de 
omzetting van cholesterol naar pregnenolon betrokken enzymen; 
het is overigens duidelijk, dat dit geen K+-ionen kunnen zijn. Als 
variant hierop is het ook nog denkbaar, dat het een transport naar 
buiten van een remmer van de corticosteroïdsynthese betreft.
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SAMENVATTING
Het doel van het in dit proefschrift beschreven onderzoek was 
na te gaan, hoe het stimulerende effekt van kalium op de 
corticosteroïdproduktie tot stand komt. Daarbij is getracht een 
eventuele rol van het N a+-K+-ATPase kationenpompsysteem bij 
deze stimulering te analyseren. Hiertoe werd gebruik gem aakt 
van het hartglycoside ouabaine vanwege zijn specifieke remming 
van het N a+-K+-ATPase systeem. Deze doelstelling is in hoofd­
stuk I aan de hand van enige literatuurgegevens aangegeven. De 
verdere literatuurgegevens worden besproken aan het begin van 
elk hoofdstuk, waarbij zij het meest betrokken zijn.
In hoofstuk II wordt de herkomst en behandeling van het bij 
dit onderzoek gebruikte bijnierweefsel aangegeven en worden 
de toegepaste m ethodieken beschreven.
In hoofdstuk III wordt een overzicht gegeven van de literatuur 
over de invloed van kalium op de corticosteroïdproduktie in vivo 
en in vitro. De eigen waarnemingen tonen aan, dat de cortico­
steronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren sterk 
wordt gestimuleerd door kalium. De dosis-werkingscurve heeft 
een karakteristieke sigmoïde vorm en toont aan, dat kaliumcon- 
centraties tussen 6 en 10 mM de corticosteronproduktie sterk 
beïnvloeden. In dit tra jek t hebben veranderingen van 0,5 mM 
reeds een duidelijk effekt. Deze grote gevoeligheid binnen een 
klein concentratietrajekt werd niet eerder in vitro waargenomen. 
De aldosteronproduktie wordt minder sterk gestimuleerd door 
kalium, hoewel ook hier kaliumconcentraties lager dan 6 mM 
slechts een gering effekt hebben, terwijl concentraties hoger dan
6 mM veel sterker stimuleren. Uit experimenten met homogenaten 
blijkt, dat voor het effekt van kalium een intacte plasmamem- 
braan aanwezig moet zijn, terwijl uit metingen van de intracellu­
laire kationenconcentraties blijkt, dat de intracellulaire kalium ­
concentratie geen belangrijke invloed heeft op de corticosteroïd­
produktie. Geconcludeerd wordt, dat extracellulaire K+-ionen 
de corticosteroïdproduktie stimuleren.
De corticosteronproduktie door gekwarteerde rattebij nieren 
wordt nauwelijks beïnvloed door kalium. Dit is in overeenstem ­
ming met bevindingen van andere onderzoekers. Uit de literatuur 
blijkt overigens, dat bij ratten juist de aldosteronproduktie sterk 
wordt gestim uleerd door kalium.
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In hoofdstuk IV wordt de literatuur besproken omtrent de 
invloed van hartglycosiden op de corticosteroïdproduktie en op 
het aktief kationentransport. Uit de eigen waarnemingen blijkt, 
dat ouabaine in concentraties van 1CT8 M en hoger de cortico­
steronproduktie door cortexcoupes van kalverbijnieren remt. 
Uit m etingen van het corticosterongehalte van het medium en 
het weefsel blijkt, dat ouabaine de synthese en niet de secretie 
van corticosteron remt. De aldosteronproduktie is minder gevoelig 
voor ouabaine; alleen bij 10-5 en 10-4 M treedt een significante 
remming op. Bij rattebijnieren is juist de aldosteronproduktie 
gevoeliger voor ouabaine dan de corticosteronproduktie. W elis­
w aar treedt een significante remming alleen op bij 1(T3 M oua­
baine. Uit experimenten met homogenaten en mitochondriën 
blijkt, dat ook voor het effekt van ouabaine de aanwezigheid van 
een intacte celmembraan een noodzakelijke voorwaarde is. De 
remming van de corticosteronproduktie door cortexweefsel van 
kalverbijnieren en de aldosteronproduktie door gekwarteerde 
rattebijnieren gaat nauw samen met een remming van het aktief 
kationentransport. Ook in dit opzicht blijkt bijnierweefsel van de 
rat relatief ongevoelig te zijn voor ouabaine. Deze congruentie 
tussen het effekt van ouabaine op de corticosteroïdproduktie en 
op de kationenpomp is een aanwijzing, dat het Na+-K+-ATPase 
systeem is betrokken bij de remming van de corticosteroïdpro­
duktie door ouabaine. Daarnaast suggereert de saillante overeen­
stemming tussen de stimulering van de corticosteroïdproduktie 
door kalium en de remming door ouabaine, dat er een samenhang 
bestaat tussen het effekt van ouabaine en dat van extracellulair 
kalium. Hierbij moet rekening worden gehouden met het feit, 
dat in de experimenten met ouabaine het weefsel niet werd gepre- 
incubeerd. Hierdoor stijgt het kalium in het medium tijdens de 
incubatie tot een eindconcentratie van ongeveer 7,5 mM, hetgeen 
betekent dat de corticosteroïdproduktie bij de controles is gesti­
muleerd door kalium.
In hoofstuk V wordt een overzicht gegeven van de literatuur 
over het voorkomen en de eigenschappen van het Na+-K+-ATPase 
systeem en de nauwe relatie van dit enzymsysteem tot de katio­
nenpomp. Uit de eigen waarnemingen blijkt, dat in cortexweefsel 
van kalverbijnieren een N a+-K+-ATPase systeem voorkomt, dat 
in eigenschappen overeenkomt met die van het in andere weefsels 
van vele diersoorten aanwezige enzymsysteem. Ook in rattebij­
nieren komt het enzymsysteem voor. Het blijkt echter, evenals 
in vele andere weefsels van de rat, relatief ongevoelig voor 
ouabaine te zijn. Dit verschil in gevoeligheid voor ouabaine is in 
overeenstemming met het waargenomen verschil in gevoeligheid 
van de kationenpomp en van de corticosteroïdproduktie voor 
ouabaine in bijnierweefsel van beide diersoorten.
In hoofdstuk VI werd de invloed van de extracellulaire kalium-
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concentratie op het effekt van ouabaine bestudeerd. De kalium­
concentratie van het medium werd gewijzigd door preïncubatie 
of incubatie in een grotere hoeveelheid medium en bovendien 
door toevoeging van meer of minder KC1 aan het medium dan 
gebruikelijk. Deze experimenten werden uitgevoerd met cortex­
coupes van kalverbijnieren. De resultaten tonen aan, dat alleen 
de door kalium gestimuleerde corticosteronproduktie rembaar is 
door ouabaine; de basale produktie bij kaliumconcentraties lager 
dan ongeveer 6 mM is niet rembaar door ouabaine. Bovendien 
blijkt, dat ouabaine in een concentratie, die de kationenpomp niet 
maximaal remt (10-7 M), de corticosteronproduktie stimuleert, als 
de beginconcentratie van kalium in het medium laag is. Deze 
stimulering is een gevolg van een stijging van de kaliumconcen­
tratie  in het medium, door een lek van kalium uit het weefsel. 
Deze bevinding toont nog eens duidelijk aan, dat extracellulaire 
K+-ionen de corticosteronproduktie stimuleren. Tevens blijkt 
hieruit, dat de effekten van kalium en ouabaine op de corticoste­
roïdproduktie naast elkaar en tegen elkaar werken.
Uit de resultaten en conclusies van de verschillende hoofdstuk­
ken wordt afgeleid, dat het Na+-K+-ATPase kationenpompsysteem 
een belangrijke rol speelt bij de remming van de corticosteroïd­
produktie door ouabaine. Deze rol bestaat niet uit het transporte­
ren van K+- en Na+-ionen, omdat gebleken is dat juist extracellulai­
re K+-ionen de corticosteroïdproduktie stimuleren en intracellu­
laire kationen geen belangrijke rol hierbij spelen. Bovendien remt 
ouabaine alleen de door kalium gestimuleerde corticosteroïd­
produktie; de stimulering van de corticosteroïdproduktie door 
kalium treedt echter op bij kaliumconcentraties, waarbij de katio­
nenpomp en het enzymsysteem reeds maximaal zijn geaktiveerd 
door kalium.
Als hypothese komt naar voren, dat een aan het kationen­
transport gekoppeld binnenwaarts transport van een essen­
tiële m etaboliet betrokken is bij de remming van de corticosteroïd­
produktie door ouabaine. Daarnaast doet het feit, dat ouabaine 
alleen de door kalium gestimuleerde corticosteroïdproduktie remt 
vermoeden, dat dit stimulerende effekt van kalium berust op een 
stimulering van dit gekoppeld transport. De identiteit van deze 
metaboliet is op dit moment nog geheel onbekend. De mogelijk­
heid, dat het een steroïdprecursor is, die naar buiten lekt en door 
het gekoppelde transportsysteem  w eer naar binnen getranspor­
teerd moet worden ter voltooiing van de corticosteroïdsynthese, 
kan niet worden uitgesloten. H et ligt echter meer voor de hand 
te denken aan een metaboliet of aktivator, die de omzetting van 
cholesterol naar pregnenolon stimuleert. Als variant hierop is het 
ook nog denkbaar, dat het een transport naar buiten van een 
remmer van de steroïdsynthese betreft.
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SUMMARY
The purpose of the investigation was to study the mechanism by 
which potassium stimulates corticosteroid production. An effort 
was made to ascertain whether the Na+-K+-ATPase cation pump 
system plays a role in this effect. For this purpose the cardiac 
glycoside ouabain was used because of its specific inhibition of 
the N a+-K+-ATPase system. In chapter I literature relevant to 
this study is described. A more detailed review of the literature 
is given at the beginning of the appropriate chapters.
Chapter II describes the origin and treatm ent of the adrenal 
tissue and the various analytical techniques used in our study.
Chapter III discusses the literature concerning the influence 
of potassium on corticosteroid production, both in vivo and in 
vitro. Our own observations show that potassium strongly sti­
mulates corticosteroid production by cortex slices of calf adrenals. 
The dose-response curve has a characteristic sigmoidal shape. 
Between 6 and 10 mM, potassium greatly increases corticosterone 
production (fig. 1). In this concentration range alterations of 0.5 
mM have striking effects. This high sensitivity of the system to 
potassium within a narrow  concentration range has not before been 
observed in vitro. The stimulation of the aldosterone production 
by potassium is less marked, although here also concentrations 
below 6 mM have only a slight effect, while at higher concentra­
tions stimulation is much more pronounced (table 7 and fig. 2). 
From experiments with homogenates it appears that the potassium 
effect requires an intact plasma membrane (table 10). The intra- 
cellular cation concentrations do not play an im portant role as 
can be deduced from measurements of intracellular potassium and 
sodium (table 11 and fig. 3). It is concluded that extracellular 
KMons are involved in the stimulatory effect of potassium on 
corticosteroid production.
Corticosterone production by quartered rat adrenals is hardly 
influenced by potassium (tables 8 and 9). This has also been 
observed by other investigators. In the rat potassium stimulates 
aldosterone production to a much greater extent than the cortico­
sterone production according to reports in the literature.
In chapter IV a survey is given of the literature concerning 
the influence of cardiac glycosides on corticosteroid production 
and on active cation transport. Our own results show that cortico-
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sterone production by cortex slices of calf adrenals is inhibited 
by ouabain at concentrations of 10-8 M and higher (fig. 5 and 
table 13). M easurements of corticosterone contents of both tissue 
and medium indicate that the inhibition is caused by a decrease 
of corticosterone synthesis rather than by a decrease in its release 
to the medium (table 14). Aldosterone production is less sensitive 
to ouabain; only at 10-5 and 1CT4 M a significant decrease was 
observed (table 13). In rat adrenals ouabain has a stronger inhibi- 
tory effect on aldosterone than on corticosterone production. 
However a significant decrease is only observed at 10-3 M 
ouabain (tables 15 and 16). Corticosterone production by homo- 
genates and mitochondria from cortical tissue of calf adrenals 
is not affected by ouabain (fig. 7 and tables 17 and 18). This 
indicates that the presence of an intact plasma membranë is an 
essential prerequisite for the ouabain effect on corticosteroid 
production. The inhibition of corticosterone production by calf 
adrenal cortex and of aldosterone production by quartered ra t 
adrenal closely parallels the inhibition of the active cation 
transport in the adrenal by ouabain (figs. 8 and 9). In this respect 
also, rat adrenal tissue is much less sensitive to ouabain than 
calf adrenal. The similarity of the effect of ouabain on cortico­
steroid production and on the cation pump indicates that the 
N a+-K+-ATPase system is involved in the ouabain action on cor­
ticosteroid production. M oreover the striking agreement between 
the sensitivities towards potassium stimulation and ouabain 
inhibition of the two corticosteroids suggests a connection 
between the effects of ouabain and extracellular potassium. It 
should be emphasized, however, that in the ouabain experiments 
the tissue was not preincubated. So the potassium concentration 
in the medium increases during incubation to a final concentration 
of about 7.5 mM. This implies that corticosteroid production in 
the control slices was stim ulated by potassium and this potassium- 
stimulated production is inhibited by ouabain.
In chapter V the literature concerning occurrence and properties 
of the Na+-K+-ATPase system and its close relation to the cation 
pump is reviewed. Our own observations show that the N a+-K+- 
ATPase system is present in cortical tissue of calf adrenals (table 
19) and that its properties agree With those of the enzyme system 
in many other tissues of several animal species. The enzyme 
system was also dem onstrated in rat adrenals. As is the case in 
m any other tissues of the rat, a low sénsitivity to ouabain was 
observed. This difference in sénsitivity to ouabain betw een calf 
and rat adrenals corresponds with the observed differences in 
sénsitivity to ouabain of the cation pümp and corticosteroid pro­
duction in these two tissues.
In chapter VI the influence of the extracellular potassium con­
centration on the ouabain effect was studied. The medium potas-
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sium concentration was controlled to a certain degree by prein- 
cubation or enlargem ent of the incubation volume and by varying 
the initial potassium concentration of the medium. The experi- 
ments were cariied  out w ith cortex slices of calf adrenals. The 
results indicate that ouabain only inhibits the potassium-stimu- 
lated and not the  basal corticosterone production, since no effect 
was observed al. potassium concentrations below 6 mM (tables 
24 and 25). In acldition, at low potassium concentrations cortico­
sterone production was increased in the presence of 10~7 M 
ouabain, at w hieh concentration the cation pump is not maximally 
inhibited. This increase is caused by a rise of the medium potas­
sium concentration due to potassium leakage from the tissue. 
This observation again dem onstrates that the extracellular rather 
than the intracellular K+ stimulates corticosterone production. 
Moreover, it suggests that potassium and ouabain do not act 
directly on th e  same target in affecting corticosteroid production: 
they act in separate  and opposite ways.
The resu lts and conclusions from the preceding chapters point 
to an im portant role of the N a+-K+-ATPase cation pump system 
in the inhibition of corticosteroid production by ouabain. How- 
ever, this r 0le can not be the transport of K+- and N a+-ions, 
because extracellu lar rather than intracellular K+ stimulates cor­
ticosteroid production. Moreover, ouabain only inhibits the 
potassium -stim ulated corticosteroid production, while the stimul- 
atory e ffec t of potassium only occurs at concentrations at which 
the N a+-K -ATPase cation pump system is optimally activated.
The hypothesis is advanced that the inward transport of an 
essential m etabolite in corticosteroid synthesis is coupled to the 
ouabain-sensitive cation pump, and that this coupled transport 
system i s  stimulated by extracellular K+ in the 6-10 mM range. 
A t this m om ent the identity of this metabolite is unknown. The 
possib ility  can not be excluded that it is a steroid precursor, which 
leaks from  the cells and must be transported back in for the com- 
pletion of the synthesis. It seems more likely, however, tha t it 
is a m e cabolite or activator, which stimulates the conversion of 
cho lestero l to  pregnenolone. A. further possibility is that the out- 
w ard transpo rt of an inhibitor of steroid synthesis would be 
involv ed.
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S T E L L I N G E N
I
Het effekt van kalium op de corticosteroïdproduktie in vitro 
treedt op binnen een nauw begrensd trajek t van kaliumconcen- 
traties.
Dit proefschrift.
II
De stimulering van de corticosteroïdproduktie door kalium 
komt tot stand door extracellulaire K+-ionen; hiervoor is de aan­
wezigheid van een intacte plasmamembraan een noodzakelijke 
voorwaarde.
Dit proefschrift.
III
De rol van het N a+-K+-ATPase kationenpompsysteem bij de 
remming van de corticosteroïdproduktie in vitro door ouabaine 
is niet prim air gelegen in het transport van K+- en Na+-ionen.
Dit proefschrift.
IV
De suggestie van Berreur en Fraenkel, dat puparium-vorming 
bij Calliphora erythrocephala (Meigen) wordt geïnduceerd door 
een kumulatief effekt van lage doses ecdyson op de cuticula, 
berust op onvoldoende experimentele gegevens.
Berreur, P. en G. Fraenkel, Science, 164 : 1182, 1969.
V
De veronderstelling van Reiner en Pulec, dat de in hun experi­
menten opgewekte otitis media serosa het gevolg zou zijn van 
een blokkering van de lymfevaten, die het middenoor draineren, 
steunt op onvoldoende experimentele gegevens.
Reiner, C. E. en J. L. Pulec, Ann. Otol., 78 : 880, 1969.

VI
Secretine stimuleert de secretie van pancreassap door het be­
vorderen van de aktieve excretie van natrium; mogelijkerwijs 
speelt het cyclisch AMP hierbij een intermediërende rol.
Ridderstap, A. S., PfKkjers Arch., 311 : 205, 1969.
Case, R. M., T. J. Laundy en T. Scratcherd, J. Physiol.
(Lond.), 204 : 45P, 1969.
VII
De bewering van Mattheij, op grond van de effekten van meto- 
piron te hebben bewezen, dat de pro-2 cellen in de pro-adenohypo- 
fyse van Anoptichthys jordani ACTH produceren, dient met 
enige reserve te worden bezien.
Mattheij, J. A. M., Z. Zellforsch., 92 : 588, 1968.
Mattheij, J. A. M., Proefschrift, Utrecht, 19’70.
VIII
Het zoeken van de aetiologie van geestesziekten binnen de 
individuele geaardheid van de psychiatrische patiënt kan ge­
makkelijk leiden tot stigmatisering.
IX
Het mentorensysteem vervult een funktie bij het bevorderen 
van sociale relaties tussen studenten en bij het verw erken van 
de studiestof. Indien geen speciale voorzieningen worden getrof­
fen faalt dit systeem bij de introductie in het curriculum, dat tot 
doel heeft het leren herkennen, analyseren en oplossen van me­
dische problemen.
X
Degenen, die de evolutie van de mens trachten te doorgronden, 
doen er goed aan aandacht te schenken aan de vraag hoe ver­
wantschappen gemeten en geëvalueerd dienen te worden, in 
plaats van voort te gaan met het creëren van taxonomische con­
structies.
Birdsell, J. B., Quart. Rev. Biol., 38 : 178, 1963.
J. J. Wellen, 24 juni 1970.



